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ABSTRAKT 
Tato diplomová práce je zaměřena na vyvinutí rychlé metody cílené mutageneze 
genů Streptococcus zooepidemicus založené na přirozené kompetenci buněk. Na 
základě experimentálních dat byly vybrány geny pro deleci, které s vysokou 
pravděpodobností mají vliv na syntézu kyseliny hyaluronové. Byla provedena delece 
vybraných genů z genomové DNA jako důkaz účinnosti metody, a u rekombinantních 
kmenů S. zooepidemicus byly sledovány změny koncentrace prekurzorů kyseliny 
hyaluronové (glukuronová kyselina a N-acetylglukózamin) v čase a výsledná 
produkce kyseliny hyaluronové. 
 
ABSTRACT  
This diploma thesis is focused on development of a fast method for site-directed 
gene mutagenesis in Streptococcus zooepidemicus based on the mechanism of natural 
competence. Several genes were selected based on experimental data which highly 
probably influence hyaluronic acid synthesis. The deletion of the selected genes from 
genomic DNA was performed as proof of concept, and the resulting recombinant 
strains were characterized regarding changes of hyaluronic acid precursor 
concentrations (glucuronic acid and N-acetylglucosamin) in time of cultivation and the 
end production of hyaluronic acid. 
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1. ÚVOD 
Streptococcus zooepidemicus (SEZ) je bakteriální zvířecí patogen, který se využívá 
pro průmyslovou produkci kyseliny hyaluronové (HA) – lineárního 
glykosaminoglykanu skládajícího se ze střídajících podjednotek kyseliny glukuronové 
(GlcA) a N-acetylglukózaminu (GlcNAc). Kyselina hyaluronová je syntetizována 
enzymem hyaluronan syntázou, což je glykosyltransferáza lokalizovaná v 
cytoplazmatické membráně. Hyaluronan syntáza syntetizuje HA z dostupných 
aktivovaných intracelulárních prekurzorů UDP-GlcNAc a UDP-GlcA a vytlačuje ji 
z buňky do extracelulárního prostředí. UDP-GlcNAc je ze dvou prekurzorů zřejmě 
klíčovým metabolitem schopným ovlivňovat intenzitu biosyntézy HA [45]. 
Biologie S. zooepidemicus je intenzivně zkoumána a získané poznatky značně 
přispěly k porozumění jeho patogeneze. 
Existuje řada metod cílené mutageneze určených k přípravě rekombinantních 
kmenů druhů rodu Streptococcus. Jedna z nejjednodušších je využití mechanismu 
přirozené kompetence k rychlému získání cílených mutací například u S. pneumoniae 
[32], S. sanguinis [17, 51] nebo S. thermophilus [9]. S. zooepidemicus bohužel není 
schopen využít přirozené kompetence k rychlé přípravě mutantních kmenů, takže 
práce na studiu mechanismu genové regulace syntézy kyseliny hyaluronové a 
patogeneze S. zooepidemicus je ztížena absencí robustního nástroje pro cílenou deleci 
genů, což je jeden z nejefektivnějších přístupů molekulárně genetických studií. 
Tradičně je pro cílené mutageneze využívána metoda alelické výměny [48]. Gen 
pro rezistenci k antibiotiku je zaveden pomocí dvojitého crossing-overu do cílového 
lokusu chromozomální DNA a úspěšné mutanty jsou posléze selektovány kultivací na 
vybraném antibiotiku. Tímto postupem se však získá rekombinantní kmen, který nese 
gen pro rezistenci k antibiotiku, což je v řadě případů nežádoucí.  
Byly vyvinuty metody, které jsou schopné za pomocí různých strategií tento 
selekční marker odstranit [7, 20, 28]. Příkladem je dvoustupňová strategie homologní 
rekombinace, která zahrnuje úspěšnou selekci a kontra-selekci. Tato metoda byla 
využita pro přípravu delečních rekombinantních kmenů u řady prokaryot [3, 23]. 
Homologní rekombinace mezi mutagenním vektorem a chromozomální DNA má za 
následek integraci celého vektoru do hostitelské DNA. Rekombinantní klon je pak 
vyselektován na základě přítomnosti rezistence proti antibiotiku. Následné excize 
integrovaného konstruktu je dosaženo využitím kontra-selektivního markeru, který 
obvykle uvede hostitelskou buňku do stavu senzitivního ke specifickému substrátu 
nebo teplotě. Kontra-selektivní markery se využívají v molekulární biologii pro 
negativní selekci, kdy pouze hostitelské buňky nenesoucí daný gen jsou schopny přežít 
za specifických podmínek. Například gen tetAR umožní rezistenci proti tetracyklinu, 
ale zároveň způsobí, že buňky jsou citlivé na kyselinu fusarovou a chinovou. Často 
využívaný marker je gen sacB z Gram-pozitivní bakterie Bacillus subtilis. sacB kóduje 
enzym levansacharázu, který katalyzuje přeměnu sacharózy na polysacharid levan 
[46]. Přítomnost genu sacB v bakterii, která nedokáže metabolizovat levan, vede ke 
smrti transformované buňky v přítomnosti sacharózy, pravděpodobně následkem 
akumulace levanu v periplazmě [43]. 
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Současné metody inaktivace genů S. zooepidemicus jsou zdlouhavé. Jednoduchá, 
rychlá a spolehlivá metoda konstrukce rekombinantního S. zooepidemicus by tedy byla 
vítána. Vhodná metoda cílené mutageneze by byla analogická principu přirozené 
kompetence, kdy se buňkám dodá PCR konstrukt a dvojitou homologní rekombinací 
dojde k jeho integraci do chromozomální DNA. Použitý mutagenní PCR konstrukt se 
skládá ze selekční kazety, která nese gen pro rezistenci k antibiotiku, obklopené 
sekvencemi homologními k cílovému úseku DNA.  
Systém založený na přirozené kompetenci buněk, který umožňuje jednoduché, 
rychlé a účinné genetické manipulace, je hypoteticky možný i pro bakterii S. 
zooepidemicus díky dvěma skutečnostem.  
Šedesát genů účastnících se metabolismu bakteriocinů a přirozené kompetence bylo 
identifikováno v klusterech genomu S. zooepidemicus, mimo jinými rovněž gen comX 
[4]. comX je globální transkripční regulátor, který kóduje gen pro alternativní sigma 
faktor RNA polymerázy a který je nezbytný pro expresi genů pozdní fáze kompetence. 
Vědci Luo et al. [32] ve své práci popisují stav, ve kterém gen comX 
nadexprimovaný z plazmidu byl dostačující pro navození přirozené kompetence buněk 
S. pneumoniae.  
Protože gen comX byl nalezen také v genomu S. zooepidemicus, pokusíme se 
prokázat, zda je možné jeho nadexpresí navodit kompetentní stav pro tuto bakterii. Do 
takto získaných kompetetních buněk vneseme mutagenní dsDNA, která bude 
metabolizována na aktivní formu ssDNA, a inkorporována na základě sekvenční 
homologie do cílového lokusu na bakteriálním chromozomu. 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
2.1. Cílená mutageneze ve S. zooepidemicus 
Strategie pro cílenou mutagenezi ve S. zooepidemicus popsaná v této diplomové 
práci je navržena na základě poznatků získaných z příbuzných bakterií rodu 
Streptococcus. 
2.1.1. Cílená mutageneze metodou alelické výměny 
V současné době je cílená mutageneze Gram-pozitivního S. zooepidemicus  
prováděna tzv. metodou výměny alel. Tato metoda je založena na principu replikace 
plazmidu v bakteriální buňce za permisivních a nepermisivních podmínek. 
Porozumění regulace replikace plazmidů a jejich inkompatibility bylo nezbytné pro 
vyvinutí metod alelické výměny. V principu se jedná o metodu, která zajistí přenos 
klonovaného genu z plazmidu na chromozomální DNA [36]. 
Tři kategorie, do kterých metody alelické výměny spadají, jsou: 
1) Využití kondicionálních replikonů (tzv. „sebevražedné plazmidy“) při 
konstrukci genetických duplikací, inzercí nebo delecí.  
Plazmidy schopné replikace pouze za určitých podmínek umožní konstrukci 
definovaných duplikací v cílovém lokusu hostitelského genomu. Specifický úsek DNA 
je metodami molekulární genetiky vložen do plazmidu, který je vnesen do 
hostitelského kmene a pak kultivován za podmínek, kdy se plazmid nemůže 
replikovat. Následuje identifikace kmene nesoucího selekční marker specifický pro 
daný plazmid, nejčastěji gen pro rezistenci k antibiotiku, a protože plazmid není 
schopný replikace, získané rezistentní kolonie nesou plazmid integrovaný do 
hostitelského chromozomu prostřednictvím rekombinace homologní DNA sekvence 
v klonovaném fragmentu a odpovídající oblasti v chromozomální DNA.  
Situace, kdy plazmid není schopen autonomní replikace v hostiteli, lze dosáhnout 
vhodnou volbou plazmidu nebo použitím plazmidu s kondicionálním replikonem jako 
je například plazmid s teplotně senzitivním replikačním počátkem. 
Inzerční mutace v chromozomálním genu je získána následujícím postupem: 
nejdříve je do cílového plazmidu naklonován zvolený gen obklopený homologními 
sekvencemi pro integraci do chromozomální DNA. Připravený mutagenní plazmid je 
vnesen do hostitelské buňky, a vystaven podmínkám, které brání jeho replikaci, 
například zvýšená kultivační teplota pro termosenzitivní plazmid. Protože plazmid 
není schopen autonomní replikace, klonovaný gen může být inkorporován do cílového 
genomu homologní rekombinací prostřednictvím dvou rekombinačních událostí mezi 
genem přítomným na plazmidu a odpovídajícím genem na chromozomální DNA. Při 
tomto postupu je nutné, aby výsledná mutace měla snadno rozpoznatelný fenotyp, 
například když je cílový gen narušen vložením genu pro rezistenci k antibiotiku (viz 
Obrázek 1).  
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Obrázek 1: Schematická ilustrace mutageneze výměnou alel. Vnášená sekvence s genem 
Hyg pro rezistenci k antibiotiku hygromycinu je obklopena sekvencemi pro homologní 
rekombinaci U a D. Mutagenní konstrukt je naklonován v plazmidu. Převzato z Davis et al. 
[13]. 
 
2) Využití sebevražedných vektorů pro alelickou výměnu mutací, které nejsou 
snadno selektovatelné. 
Dvojité crossing-overy, které inkorporují gen z plazmidu do chromozomální DNA, 
jsou vzácné události, proto není praktické hledat pozitivní rekombinantní klony, 
jestliže nemohou být přímo selektovány na základě jejich fenotypu. V takovém 
případě je postup mutageneze modifikován přidáním dodatečného kroku pro crossing-
over. Nejprve je plazmid integrován do chromozomu jednoduchým crossing-overem 
mezi homologními oblastmi, čímž získáme chromozomální duplikaci cílové oblasti. 
Tato duplikace je následně segregována homologní rekombinací mezi obklopujícími 
duplikovanými homologními oblastmi. V tomto kroku chromozomální DNA nese 
pouze jednu kopii cílové sekvence, a to buď původní sekvenci, nebo mutovanou. 
  Klony, ve kterých došlo k excizi plazmidu z chromozomální DNA, jsou vzácné a 
selekce ztráty integrovaného plazmidu není snadná. Tato situace se často řeší využitím 
negativního selekčního markeru na plazmidu. Jedna z variant je využití plazmidu, 
který nese kopii genu sacB z B. subtilis. Exprese genu sacB je toxická pro Gram-
negativní i řadu Gram-pozitivních bakterií, včetně S. zooepidemicus, v přítomnosti 5% 
sacharózy. Takto je možné selektovat hostitelské buňky, které ztratily svůj plazmid. 
Získané segreganty, které narostly na médiu s 5% sacharózou, jsou potom otestovány 
na přítomnost požadované genetické mutace. 
Existuje mnoho modifikací metody využívající negativní selekční marker, které 
byly použity u různých bakterií. Za zmínku stojí dva poněkud odlišné přístupy. Při 
modifikaci genové DNA bakterie Pseudomonas aeruginosa byla využita skutečnost, 
že plazmidy nesoucí colE1 replikační počátek nejsou schopné autonomní replikace 
v některých bakteriálních hostitelích. Druhý postup s výhodou využívá recesivní 
charakteristiku rezistence proti antibiotiku streptomycinu, která je způsobena mutací 
v bakteriálním genu rpsL pro ribozomální bílkovinu S12. Plazmid nesoucí původní 
kopii genu rpsL způsobí, že hostitelská buňka je citlivá ke streptomycinu, což umožní 
selektovat ztrátu plazmidu z buněk, podobně jako v případě genu sacB v přítomnosti 
sacharózy.  
3) Využití inkompatibilních vektorů. 
 11 
 
Inkompatibilita plazmidů byla často využita při alelické výměně genů u řady Gram-
negativních druhů. Tento postup vyžaduje naklonování mutagenního DNA fragmentu 
nesoucího gen pro rezistenci ke kanamycinu do širokospektrálního plazmidu 
inkompatibilní skupiny IncP1 nesoucí rezistenci například k tetracyklinu. Mutagenní 
plazmid je dopraven do hostitelské buňky, kde proběhne s nízkou frekvencí dvojitý 
crossing-over. Do těchto buněk je vnesen druhý širokospektrální plazmid skupiny 
IncP1 nesoucí odlišnou rezistenci od původního plazmidu, např. k erytromycinu. 
Protože dva plazmidy skupiny IncP1 nemůžou existovat současně v jednom hostiteli, 
za přítomnosti kanamycinu a erytromycinu dojde k selekci buněk, kde proběhla 
alelická výměna, a původní plazmid byl ztracen a nahrazen druhým plazmidem. Pokud 
je druhý pomocný plazmid například nestabilní při vyšší teplotě, můžeme kultivací 
přes noc při 42 °C odléčit plazmid z buňky i v nepřítomnosti antibiotika.   
2.1.2. Rekombinace typu omega  
Typu rekombinace, při které dojde k vložení stovek až tisíců párů bází do 
genomové DNA využitím konstruktu s homologními sekvencemi na obou koncích, se 
říká rekombinace omega (Ω) [29]. Tento mechanismus byl popsán u velkého množství 
hostitelů, jak prokaryotických tak eukaryotických, a různé modifikace umožňují jeho 
praktické využití v řadě genetických aplikací. Bylo prokázáno, že účinnost omega 
rekombinace je funkcí délky homologních úseků na koncích přenášeného konstruktu, 
např. pro E. coli 30-50 bp homologních k cílové oblasti je dostačující pro úspěšnou 
rekombinaci, v případě bakterií rodu Streptococcus se naopak doporučuje délka 
homologních oblastí 500-1000 bp (viz Obrázek 2). 
 
 
Obrázek 2: Schéma cílené mutageneze mechanismem „omega“. Donorová molekula DNA 
je nad cílovou oblastí, šipka ukazuje na očekávaný výsledek rekombinace. Černě značený úsek 
je gen pro pozitivní marker (převzato z Gong et al. [18]). 
2.1.3. Příprava mutagenních PCR konstruktů metodou prodlužování přesahujících 
konců 
Konstrukci mutagenní sekvence DNA je možné provést za pomoci řady 
molekulárně genetických strategií. Nejjednodušší a nejnákladnější varianta je objednat 
syntézu požadované DNA u některé z biotechnologických firem, které tuto službu 
nabízejí. V naší laboratoři jsme například objednávali syntézu specifické DNA 
sekvence u firmy Genscript (USA).  
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Jiným způsobem je možnost nasyntetizovat jednotlivé úseky DNA metodou PCR, a 
potom tyto fragmenty různými strategiemi spojit v jednu molekulu DNA. 
Z používaných metod lze zmínit ligaci PCR fragmentů do plazmidu, spojení 
fragmentů ligací a následnou amplifikaci celé molekuly DNA metodou PCR, případně 
metodou založenou na enzymatickém spojení PCR fragmentů s 20-30 nt přesahujícími 
konci – tzv. sestavení podle Gibsona (Gibson Assembly, NEB).  
Jednou z nejrychlejších cest jak získat molekulu DNA složenou z více PCR 
fragmentů je metoda prodlužování přesahujících konců. Tato varianta polymerázové 
řetězové reakce (OE-PCR, overlap extension polymerase chain reaction) umožňuje 
snadno spojit dvě molekuly DNA v jedné PCR reakci. Pomocí této metody je rovněž 
možné vnést specifické mutace do cílového lokusu DNA. Pro každou spojovanou 
sekvenci jsou potřeba dva primery ohraničující konce amplifikace. Primery na koncích 
sekvencí, které se budou spojovat, jsou navrženy speciálně. Každý z těchto dvou 
primerů na svém 5‘ konci nese přesahující sekvenci komplementární ke 3‘ konci druhé 
spojované molekuly DNA. Během anelační fáze PCR tyto komplementární konce na 
sebe přisednou a v následujícím kroku dojde k jejich prodlužování podle templátu 
spojované molekuly DNA. Výsledným produktem je molekula DNA spojená z obou 
fragmentů (viz Obrázek 3). 
 
Obrázek 3. Spojení molekul DNA. Schematické znázornění spojení 2 molekul DNA metodou 
prodlužování přesahujících úseků. Navržené primery pro spojení dvou úseků nesou 
přesahující sekvence (hnědá a modrá barva), které si jsou navzájem komplementární 
(„vlající“ konce primerů). Spojené molekuly se potom amplifikují pomocí krajních primerů. 
 
Jakmile jsou obě molekuly DNA tímto způsobem spojené, reakční směs slouží jako 
templát pro následující PCR, ve které jsou použity pouze okrajové primery vzdálených 
konců.  
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Výhodou této metody je, že není nutné pro spojení DNA molekul použít 
restrikčních míst a ligace, a vyhneme se zdlouhavému klonování. 
2.2. Cílená mutageneze přirozeně kompetentních mikroorganismů 
2.2.1. Přirozená kompetence S. pneumoniae, S. sanguinis a B. subtilis 
Většina přirozeně kompetentních bakterií využívá pro přijímání extracelulární 
DNA přítomné ve svém životním prostředí analogické buněčné mechanismy [16]. 
Přítomnost a funkčnost těchto mechanismů vede k fyziologickému buněčnému stavu, 
který byl nazván kompetence. Existují tři hlavní evoluční důvody pro existenci 
kompetence v závislosti na roli, kterou hraje přijatá DNA: jako materiál pro rozšíření 
genetické variability, jako matrice pro opravu poškozené DNA, a jako zdroj energie 
pro bakteriální buňku [16, 41, 42]. Odpověď na tuto otázku je ovšem spíše téma pro 
debatu. 
Kompetence S. pneumoniae byla jedním z prvních případů popsaných ve vědecké 
literatuře [38] a stále zůstává v popředí vědeckého zájmu. Je považována za příklad 
komunikace „quorum sensing“ a je indukována přítomností prahové koncentrace 
malého peptidového feromonu CSP (Competence stimulating peptide, produkt genu 
comC) v bakteriálním prostředí.  Funkční kompetenční faktor CSP S. pneumoniae je 
17 aminokyselin velký peptid, který vzniká exportem a maturací pomocí ABC 
transportéru ComA-ComB [12]. Během transportu do extracelulárního prostředí se z 45 
AK velkého prekurzoru pre-CSP, který je kódován genem comC, odštěpí vedoucí 
sekvence za vzniku maturovaného CSP. Kromě posttranslačního odštěpení vedoucího 
úseku je zralý peptid CSP nemodifikovaný, což není případ u např. B. subtilis [35], 
kde dochází k posttranslační modifikaci přidáním isoprenylové skupiny na 
tryptofanový zbytek CSP (viz Obrázek 4). 
 
 
Obrázek 4: Signální dráhy indukce kompetence u S. pneumoniae a B. subtilis. Geny com 
obstarávají příjem extracelulární DNA a její zpracování v buňce. Červeně je označen signál 
buňka-buňka, modře potom transkripční regulace. Fialová barva značí posttranslační úpravu. 
(Převzato z Claverys et al. [12]) 
 
CSP feromon aktivuje prostřednictvím dvou-komponentového regulačního systému 
ComD/ComE signální kaskádu, která aktivuje expresi kompetenčního regulonu, mezi 
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jinými geny je rovněž exprimován alternativní sigma faktor ComX. Extracelulární 
CSP je detekován histidin kinázou ComD zanořenou v membráně buňky. Vazba CSP 
na histidin kinázu způsobí její autofosforylaci a fosforylová skupina je následně 
přenesena na molekulu regulátoru odpovědi dvou-komponentového systému – ComE 
(viz Obrázek 5). 
 
Obrázek 5: Schematické znázornění regulace přirozené transformace v S. pneumoniae.   
Kompetence u většiny druhů patřících do fylogenetických skupin Mitis a Anginosus je 
regulována podobnými mechanismy. Dosud neidentifikované extracelulární signály jsou 
registrované dvou-komponentním regulačním systémem, serin/threonin kinázou StkP a dalšími 
možnými signálními molekulami. Tyto signály potom regulují expresi genů comCDE, 
kódujících prekurzor CSP, jeho histidin kinázový receptor ComD, a regulátor odpovědi 
ComE. Akumulace CSP ve vnějším prostředí způsobí fosforylaci ComE, což vede ke zvýšené 
expresi ComCDE a transportérů CSP – ComAB. Tato autokatalytická smyčka následně 
aktivuje transkripci comX, comW, comM, a několika dalších genů časné kompetence. Jeden 
z produktů genů časné kompetence, alternativní sigma faktor ComX, kontroluje transkripci 
genů pozdní kompetence. Tyto geny kódují proteiny účastnící se navázání, internalizace a 
rekombinace transformující DNA. Fratriciny jsou rovněž kódovány geny pozdní kompetence. 
Experimentálně bylo u S. pneumoniae ukázáno, že ComW stimuluje aktivitu ComX a navíc ho 
chrání proti degradaci proteázou ClpEP. (Převzato z Berg et al. [5]) 
 
Fosforylovaný ComE aktivuje expresi genu comX, což je centrální regulátor 
kompetence ve S. pneumoniae [27]. ComX je alternativní sigma faktor specificky 
exprimovaný v průběhu kompetenční odpovědi buňky, který se trochu podobá sigma 
faktoru σH regulujícímu stacionární fázi růstu u B. subtilis. ComX je nezbytný pro 
expresi pozdních  com genů, které kódují buněčnou mašinérii pro příjem a zpracování 
externí DNA. V B. subtilis, fosforylovaný ComA aktivuje transkripci genu comS, 
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jehož produkt umožní akumulaci transkripčního aktivátoru ComK nutného pro expresi 
genů com. 
Rozdílný evoluční původ mechanismů kompetence u S. pneumoniae a B. subtilis 
rovněž ovlivnil růstové stadium, při kterém se kompetence uplatňuje [11, 21].  
Kompetence je inhibována ve stacionární fázi růstu S. pneumoniae, zatímco u B. 
subtilis se kompetence buněk začíná projevovat s nástupem stacionární fáze. U S. 
pneumoniae nastává stav kompetence najednou v exponenciálním růstu kultury, trvá 
kolem 15 minut a potom stejně rychle odezní. Tento rychlý nástup kompetence 
vyplývá z přímé aktivace transkripce comAB, comCDE a comX transkripčním 
aktivátorem ComE [11]. Pozitivní zpětná vazba zvýší syntézu a export CSP (což je 
limitující krok) a transkripci ComX-dependentních genů, což vede k rychlému růstu 
počtu kompetentních buněk v populaci.  
U B. subtilis nastává stav kompetence pouze u 1/10 buněk populace [34], protože 
nedojde k vytvoření zpětné vazby ovlivňující produkci ComX a kompetence roste 
pomalu, avšak doba, po kterou buňky zůstávají kompetentní, je ve srovnání se S. 
pneumoniae delší. 
Pouze 22 genů patřících do com regulonu je nutných pro transformaci S. 
pneumoniae. Osm těchto genů, comAB, comCDE, comX1-comX2, a comW, patří 
k časným genům kompetence a kódují proteiny účastnící se regulační kaskády 
kompetence. ComW hraje důležitou roli v procesu, protože stabilizuje a aktivuje 
ComX [47]. Zbylých 14 genů se účastní pozdní fáze kompetence, a kódují proteiny 
nutné pro příjem (ccl, comEA/C, comFA/C, a comGA/B/C/D/G) a zpracování 
extracelulární DNA (coiA, dprA, recA, a ssbB) [12]. 
Fyziologického procesu buněčné kompetence se účastní alespoň 70 genů [39], a i 
když nelze vyloučit, že některé geny se mohou funkčně nahrazovat, je vysoce 
pravděpodobné, že regulon účastnící se kompetence kóduje rovněž geny hrající jinou 
roli než transformaci cizorodé DNA. Podobná situace u B. subtilis dokonce vedla 
kolektiv Berka et al. [6] k závěru, že je nepraktické používat termín „kompetence“, a 
zavedli místo toho všezahrnující termín „stav K“. Proto bylo navrženo, aby se tento 
stav u S. pneumoniae analogicky nazýval „stav X“. 
2.2.2. Cílená mutageneze kompetentního S. pneumoniae 
Schopnosti přijímat a zpracovat externí DNA u kompetentního S. pneumoniae je 
využíváno k modifikacím jeho chromozomální DNA. Úspěšná aplikace této techniky 
vyžaduje identifikaci cílové oblasti genomu, přípravu mutagenního konstruktu 
skládajícího se ze dvou proximálních oblastí obklopujících selekční marker a 
inkorporaci tohoto konstruktu do genomové DNA genetickou transformací a 
homologní rekombinací [25]. 
Mutagenní konstrukt PCR určený pro vnesení požadované mutace do genomové 
DNA S. pneumoniae je připraven jednou ze strategií zmíněných v 2.1.3. Například 
v práci autorů Lau et al. [25] byla konkrétně využita metoda ligace PCR fragmentů do 
jedné molekuly DNA. 
Účinnost cílené mutageneze závisí na mikroorganismu, ve kterém jsou prováděny 
genetické manipulace. Håvarstein et al. [22] provedli transformaci S. pneumoniae 
(postup v 4.3.11) s mutagenním konstruktem PCR a zjistili, že na 10 ng transformující 
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DNA bylo získáno až 10 000 transformovaných kolonií. Naproti tomu například u S. 
mutans je frekvence úspěšných rekombinantních kmenů mnohem nižší, na 100 ng 
transformující DNA bylo získáno pouze 10-100 pozitivních klonů [25]. 
2.2.3. Cílená mutageneze kompetentního S. sanguinis 
S. sanguinis je členem skupiny streptokoků viridans, a mimo jiné je to klasický 
mikroorganismus nalezený v zubním plaku [51]. 
Sekvence pro přípravu mutagenních konstruktů byly odvozeny z publikovaného 
genomu S. sanguinis SK36. Byly navrženy primery pro syntézu obklopujících 
homologních oblastí určených pro rekombinaci, a primery pro amplifikaci selekčního 
markeru – genu pro rezistenci ke kanamycinu. Obklopující sekvence nesly přesahující 
oblast, pomocí které byly nasyntetizované PCR fragmenty připojené na selekční 
marker metodou prodlužování přesahujících konců (viz 2.1.3). 
Buňky S. sanguinis SK36 byly transformovány mutagenním konstruktem PCR 
nesoucím gen pro rezistenci ke kanamycinu (postup viz 4.3.12) podle Xu et al. [51]  a 
natřeny na agarové Petriho misky THY s kanamycinem. Výsledné rekombinantní 
kolonie byly rezistentní ke kanamycinu. 
2.3. Cílená mutageneze mikroorganismů, které nejsou přirozeně kompetentní 
Metody cílené mutageneze založené na homologních rekombinačních systémech 
lze využít i u mikroorganismů, které nejsou přirozeně kompetentní jako výše uvedené 
druhy rodu Streptococcus. V takovém případě se často s úspěchem využívá tzv. metod 
recombineering (recombination-mediated genetic engineering; [52]), kdy je v cílové 
buňce exprimován gen pro rekombinázu z fága λ a do připravených kompetentních 
buněk je transformován mutagenní produkt PCR. Metody recombineering se využívají 
v bakteriální genetice k modifikaci vektorů i genomové DNA u mnoha 
mikroorganismů. 
2.4. Cílená mutageneze u jiných mikroorganismů 
Varianty metod cílené mutageneze na principu homologní rekombinace byly 
popsány pro řadu organismů, pro přehled uvádíme z eukaryot například patogenní 
Ustilago maydis [24], častého hostitele pro heterologní expresi proteinů Pichia 
pastoris [53] a nelze opominout kvasinkový modelový mikroorganismus 
Saccharomyces cerevisiae [1, 30]. Z prokaryot jsou to kromě výše uvedených B. 
subtilis, S. pneumoniae a S. sanguinis další Gram-pozitivní bakterie jako S. mutans 
[25, 50], S. gordonii [49] Corynebacterium glutamicum [33], Streptomyces coelicolor 
[19], Lactobacillus lactis [40] nebo B. stearothermophilus [2]. Z Gram-negativních 
bakterií je to mimo jiné Francisella tularensis [26, 31], Salmonella enterica  [8] a také 
modelový organismus bakteriální molekulární genetiky Escherichia coli [37]. 
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3. CÍLE PRÁCE 
Existují různé strategie pro vnášení cílených mutací do genomové DNA 
mikroorganismů. Každá metoda má své pro a proti, jednotlivé aplikace se liší počtem 
vykonaných úkonů, rychlostí získání požadovaného rekombinantního klonu a 
robustností metody. Rychlá a robustní metoda cílené mutageneze založená na principu 
přirozené kompetence buněk byla popsána v literatuře pro různé druhy rodu 
Streptococcus, např. S. sanguinis, S. pneumoniae, S. mutans a další, ale ne pro S. 
zooepidemicus. 
 Tato diplomová práce popisuje vývoj rychlé a jednoduché metody cílené 
mutageneze v Gram-pozitivní bakterii S. zooepidemicus založené na principu 
přirozené kompetence. 
Cíle diplomové práce: 
 Vyvinutí rychlé metody cílené mutageneze genů Streptococcus 
zooepidemicus založené na principu přirozené kompetence.  
 Selekce genů, které s vysokou pravděpodobností mají vliv na syntézu 
kyseliny hyaluronové.  
 Delece vybraných genů jako důkaz metody, sledování změn koncentrace 
prekurzorů a výsledné produkce kyseliny hyaluronové.  
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1. Materiál  
4.1.1. Enzymy 
 Herculase II Fusion DNA Polymerase (Agilent Genomics) 
 Invertase, from baker‘s yeast (S. cerevisiae) (Fluka) 
 Restrikční endonukleázy XhoI, EcoRI (New England Biolab) 
 T4 DNA ligáza (Stratagene) 
4.1.2. Použité chemikálie 
Pokud není uvedeno jinak, chemikálie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich, 
všechny byly čistoty p.a. Níže jsou uvedeny chemikálie získané od jiných výrobců. 
 Erytromycin (Amresco) 
 Glucose GOD-POD (BioVendor) 
 Chlorid sodný, ≥98% (Lach:ner) 
 Isopropanol, pro HPLC (Lach:ner) 
 Kasamino kyseliny (Amresco) 
 Kvasničný autolyzát (Amresco) 
 Metanol, pro HPLC (Lach:ner) 
 Todd-Hewitt broth (HiMedia) 
 Wheat E1 pepton (Organotechnie) 
4.1.3. Standardy pro elektroforézu 
 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) 
4.1.4. Komerční soupravy (kity) 
 ExperionTM RNA StdSens Analysis Kit (BIO-RAD) 
 Fastgene Direct PCR Kit (KAPA Biosystems) 
 Nucleobond Xtra Midi (Macherey Nagel) 
 Nucleospin Gel and PCR Clean Up (Macherey Nagel) 
 UltraCleanTM Microbial RNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Inc) 
4.1.5. Použitá kultivační média 
LB médium (Luria-Bertani) 
Složení v 1 000 ml: 
10 g NaCl, 10 g tryptonu, 5 g kvasničného autolyzátu, doplnit demineralizovanou 
vodou na 1 000 ml. Rozmíchat a upravit pH na 7,2-7,4 pomocí 4N NaOH. 
Autoklávovat. 
M9 médium 
Složení v 1 000 ml: 
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6 g Na2HPO4; 3 g KH2PO4; 0,3 g NaCl; 1 g NH4Cl doplnit demineralizovanou 
vodou na 1 000 ml. Upravit pH na 7,4.  
MCY médium 
M9 médium s 1% kasamino kyselinami a 0,3% kvasničným autolyzátem. 
Autoklávovat. Přidat 2 ml sterilního 1M MgCl2; 10 ml 20% glukózy; 0,1 ml 1M 
CaCl2. 
THY médium 
Todd-Hewitt Broth plus 0,5% kvasničný autolyzát. 
Složení v 1 000 ml: 
0,31% Heart Infusion (3,1 g/L) 
2,0% Neopeptone (20,0 g/L) 
0,5% Kvasničný autolyzát (5,0 g/L) 
0,2% Dextrosa (2,0 g/L) 
0,2% Chlorid sodný (2,0 g/L) 
0,04% Fosforečnan disodný (0,4 g/L) 
0,25% Uhličitan sodný (2,5 g/L) 
Konečné pH: 7,8 ± 0,2 (při 25 °C) 
 
Produkční médium M2 
Složení v 1 000 ml: 
10 g peptonu Wheat E1; 2,5 g kvasničného autolyzátu; 0,04 g MnCl2 . 4H2O; 4 g 
Na2HPO4 . 12H2O; 0,4 g MgSO4 . 7H2O; 2 g glutamátu sodného; 40 g sacharózy. 
Doplnit do 1 litru demineralizovanou vodou. Autoklávovat. 
4.2. Přístrojové a softwarové vybavení 
Přístroje: 
 Bioreaktory Multifors (INFORS HS, Switzerland) 
 Centrifuga 5810R (Eppendorf) 
 Centrifuga Jouan KR25i (Thermo Scientific) 
 Centrifuga MiniSpin (Eppendorf) 
 Elektroporátor GenePulser Xcell (BioRad) 
 G:BOX F3 gelový dokumentační systém (Syngene) 
 GenPix 4000 Microarray Scanner (Molecular Devices) 
 Halogenové sušící váhy HR73 (Mettler Toledo) 
 Horizontální elektroforetický systém Fisherbrand (ThermoFisher 
Scientific) 
 Chromatografický systém Alliance (Waters) 
 Inkubační termostat Jouan INNOVENS (ThermoFisher Scientific) 
 QC Expert (TriloByte) 
 Sonikátor U200S Control (IKA) 
 Spektrometr DENOVIX DS-11 FX+ (DeNovix) 
 Spektrometr Helios Epsilon (ThermoFisher Scientific) 
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 Spektrometr Rayleigh Model UV2601 UV/VIS (Beijing Beifen-Ruili 
Analytical Instrument (Group) Co. Ltd.) 
 Sušárna Ecocell 55 (BTM) 
 Termoblok (Major Science) 
 Termocyklér T100 (BioRad) 
 Třepačka s inkubátorem MaxQ 6000 (ThermoFisher Scientific) 
 Vakuová odparka (Büchi)  
 VersaMax ELISA Microplate Reader (Molecular Devices) 
 Viskozimetr Viscolead Pro L (Fungilab) 
 UltraTurrax T25 Digital (IKA)  
Software: 
 CLC Sequence Viewer 7.6 (QIAGEN Aarhus A/S) 
 Empower3 (Waters) 
 GenePix Pro 7 (Molecular Devices) 
 GeneSnap 7.0 (Syngene) 
 Inkscape 0.91 (Free Software Foundation, Inc.) 
 Iris 5 (INFORS HS, Switzerland) 
 JabRef 2.11 (JabRef Development Team) 
 limma (Bioconductor) 
 MS Excel (Microsoft) 
4.3. Metody 
4.3.1. PCR (Polymerázová řetězová reakce) 
PCR se skládá ze 3 základních kroků: Denaturace DNA při teplotě 94-98 °C, při 
které z dvoušroubovice DNA vzniká jednovláknová matrice, anelace primerů 
k jednovláknové templátové DNA – teplota se pohybuje podle složení primerů mezi 
50-65 °C – a fáze syntézy nové kopie DNA, která probíhá nejčastěji při 68-72 °C, 
v závislosti na doporučení výrobce DNA polymerázy. 
 
Standardní podmínky použité pro PCR v této práci: 
 Fastgene Direct PCR Herculase II Phusion Opakování 
Počáteční denaturace 3 m 95℃ 30s 98 °C  
Denaturace 15s 95℃ 10s 98 °C 30 cyklů 
Anelace 15s 55℃ 10s 55℃ 30 cyklů 
Syntéza 15s/kb 72℃ 30s/kb 72℃ 30 cyklů 
Dokončení syntézy 5 m 72℃ 5 m 72℃  
 4℃ 4℃  
 
Složení 25 µl reakční směsi: 
 Fastgene Direct PCR Herculase II Phusion 
DNA templát 1 µl 1 µl 
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Primery 1+1 µl 1+1 µl 
10 mM dNTP  1 µl 
50 mM MgCl2  1 µl 
5x pufr  5 µl 
DNA polymeráza 
12,5 µl 2x Kapa2G Fast 
HotStart Ready Mix 0,25 µl Herculase II 
H20 9,5 µl 14,75 µl 
 
4.3.2. Koloniová PCR 
Tato metoda je modifikace standardní metody PCR, jako templát je použit 
biologický materiál přímo z kolonií rekombinantních mikroorganismů. 
Příprava materiálu závisí na specifickém mikroorganismu.  
E. coli: Sterilní špičkou se dotkneme testované kolonie a promyjeme ji v 5 µl 
demineralizované vody v 200 µl PCR zkumavce. Vzorky z připravených kolonií 
zahřejeme v termocykléru po dobu 5 minut na 98 °C, pak zastavíme termocyklér, 
přidáme k templátu PCR reakční směs a spustíme normální PCR program. 
S. zooepidemicus: Protože stejný postup jako u E. coli nevychází spolehlivě, 
příprava vzorku pro koloniovou PCR se liší. Místo lyze buněk vysokou teplotou je 
použito mechanické rozdrcení testovaných kolonií. Do 1,5 ml zkumavky eppendorf 
přidáme cca 100 µl ekvivalentního objemu skleněných kuliček (Glass beads, acid 
washed), připipetujeme 100 µl demineralizované vody a v ní rozsuspendujeme 
testovaný materiál. Zkumavky upevníme na hlavici vortexu BenchMixer (Benchmark 
Scientific, Inc.) a po dobu 10 minut vortexujeme při maximálních otáčkách 2 500/min. 
Po ukončení výslednou suspenzi centrifugujeme 3 min. při maximálních otáčkách a 
supernatant použijeme jako templát pro PCR. 
4.3.3. Kultivace S. zooepidemicus ve fermentorech Multifors 
Z čerstvé kultury S. zooepidemicus narostlé přes noc na agarové misce s THY 
médiem při 37 °C jsme ráno naočkovali 2 kličky do 50 ml M2 média v Erlenmeyerově 
baňce a třepali 7-8 hodin při 37 °C, 150 ot./min. dokud OD600 inokula nedosáhlo 
hodnoty 0,5-1. Po této době jsme takto připraveným inokulem naočkovali fermentor s 
pracovním objemem média 0,5 l, objem inokula odpovídal 4 % objemu média ve 
fermentoru. Fermentace proběhla za následujících podmínek: 37 °C, otáčky míchadla 
300 rpm, vzdušnění 0,5 l/min, pH 7,0. Pro kontinuální úpravu pH byl použit roztok 
NaOH v koncentraci 20 %. Po ukončení kultivace v 16 hodině od inokulace byl 
odebrán vzorek ke stanovení vybraných parametrů. 
4.3.4. Stanovení zákalu kultury 
Zákal (optická denzita – OD600), vypovídající o množství biomasy v kultuře, byl 
stanoven fotometricky při vlnové délce 600 nm na spektrofotometru Helios Epsilon 
(Thermo Fisher). Jako pozadí (blank), ke kterému se naměřené hodnoty vztahují, byla 
použita demineralizovaná voda. Odebraný vzorek byl před stanovením vhodně 
naředěn demineralizovanou vodou tak, aby naměřená optická denzita nepřesáhla 
hodnotu 1. 
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4.3.5. Stanovení viskozity média 
Viskozita média obsahující kulturu S. zooepidemicus byla měřena ihned po odběru 
vzorku, ještě před přídavkem chelatonu III (EDTA) a SDS, pomocí kapilárního 
viskozimetru Oswald III (200-1 500 mm2/s, JS = 3,8). Vzorek byl měřen ihned po 
odběru, protože prodleva mezi odběrem a měřením způsobí ochlazení vzorku a 
prodloužení měřeného časového intervalu. Hodnota byla měřena jako doba průtoku 
mezi dvěma ryskami označenými na jednom z ramen viskozimetru. Získaný časový 
údaj měl informační charakter a sloužil pro srovnání kultivací vedených za stejných 
podmínek. Alternativně byla viskozita měřena v jednotkách [dPas.s] pomocí 
viskozimetru Viscolead Pro L (Fungilab) podle manuálu dodaného výrobcem. 
4.3.6. Izolace kyseliny hyaluronové srážením 
Po ukončení kultivace byl do vzorku přidán roztok chelatonu III (EDTA) a SDS v 
objemu 10 mL na 1L média. Médium bylo důkladně promícháno a po 30 minutách 
inkubace v laboratorní teplotě bylo ze vzorku naváženo 250 g, ke kterým bylo přidáno 
750 ml demineralizované vody. Takto naředěný vzorek byl přefiltrován přes promytý 
deskový filtr HS800 (Pall). Filtrát byl použit ke srážení izopropanolem. Přidáním 15 g 
NaCl se zvýšila osmotická síla ve filtrátu. Po úplném rozpuštění NaCl, a úpravě pH 
koncentrovanou kyselinou octovou na pH 5,0 – 5,1, se za intenzivního míchání přidal 
86% izopropanol (regenerovaný izopropanol, RIPA) v objemu 1 700 ml a k dosrážení 
ještě 300 ml 100% izopropanolu. Vysrážená HA sedimentovala nejméně 2 hodiny, 
nebo tak dlouho, dokud nebyl roztok nad sedimentem čirý, bez vloček vysrážené HA. 
Sediment byl 2krát promyt 300 ml 86% RIPA a následně 2krát 300 ml 100% IPA s 
vloženou dekantací sraženiny. Po přídavku 86% RIPA byl sediment dispergován 
dispergačním nástavcem S25N-G18 na zařízení UltraTurrax T25 Digital (výrobce 
IKA) při 7 500 rpm. Promytá HA byla sušena v sušárně Ecocell 55 (BTM) při 60 °C 
po dobu 15 – 18 hodin. 
4.3.7. Gravimetrické určení množství produkované HA 
Množství produkované HA bylo určeno gravimetricky vážením na vahách 
Adventurer Pro (Ohaus) s přesností na 2 desetinná místa. Sušina produktu byla 
stanovena automatickými halogenovými sušícími váhami HR73 (Mettler Toledo) při 
nastavené teplotě sušení 120 °C s takovou dobou sušení, až není v nastaveném 
časovém intervalu zaznamenán úbytek hmotnosti sušeného vzorku (automaticky 
řízený proces, navážka 100-150 mg vzorku sušena cca 2 minuty). Výtěžek HA na 
konci kultivace byl vyjádřen jako množství izolované HA (g/L) na 100% sušinu. 
4.3.8. Určení množství produkované HA turbidimetrickou metodou 
50 µl hyaluronanu sodného (vzorky z fermentačního média) bylo napipetováno do 
96 jamkové titrační destičky (BRAND). Bylo přidáno 50 µl 0,2 M acetátového pufru 
(0,2 M octan sodný, 0,15 M chlorid sodný, pH 6). Poté bylo přidáno 200 µl CTAB (5 
mg/ml) ve 2% hydroxidu sodném, který vytváří s hyaluronovou kyselinou sraženinu. 
Destička byla vložena do čtečky VersaMax ELISA Microplate Reader, zamíchána a 
dále byla měřena optická denzita při 600 nm. Každý vzorek byl prováděn ve třech 
opakováních. K sestrojení kalibrační křivky sloužila hyaluronová kyselina o 
kosmetické čistotě.  
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4.3.9. Stanovení koncentrace zbytkové sacharózy v médiu 
Principem metody je enzymatická oxidace glukózy glukózaoxidázou, kdy peroxid 
vodíku, 4-aminophenazon a fenol tvoří v reakci katalyzované peroxidázou barevný 
komplex (Trinderova reakce). V případě stanovení obsahu sacharózy je nutné glukózu 
uvolnit enzymatickým štěpením enzymem invertázou ještě před vlastním stanovením. 
Invertáza (Invertase, from baker‘s yeast (S. cerevisiae) – Fluka, kat. č. I9274): 
Zásobní roztok enzymu: 1 mg enzymu se rozpustí ve 100 l sterilního PBS pufru, 
uchovává se zamražený při -20 °C.  
PBS pufr: Soli (8,0 g NaCl; 0,2 g KH2PO4; 2,9 g Na2HPO4 .12H2O a 0,2 g KCl) se 
rozpustí v demineralizované vodě a pH upraví na hodnotu 7,4; doplní se v odměrné 
baňce na 1 000 ml demineralizovanou vodou. Sterilizace se provede buď 
autoklávováním po dobu 20 minut při 121 °C, nebo filtrací přes stříkačkový filtr s 
porozitou 0,2 µm. Roztok se uchovává při teplotě 2-8 °C.  
Glukóza, zásobní roztok o koncentraci 20 mmol/l: Připraví se rozpuštěním 396,34 
mg glukóza monohydrátu v 50 ml demineralizované vody a doplněním do celkového 
objemu 100 ml demineralizonou vodou v odměrné baňce. Tento roztok se připravuje 
vždy čerstvý.  
Činidlo Glucose GOD-POD (BioVendor, kat. č. 11601), komerčně dostupný 
roztok. Uchovává se při 2-8 °C; jako činidlo se používá neředěný. Nezmrazuje se, 
nesmí se vystavovat slunečnímu záření. Činidlo je konzervováno azidem sodným. 
Příprava vzorku: po odběru rozsuspendujeme 0,5 ml vzorku média v 
mikrozkumavce s 1 ml demineralizované vody (ředění 3krát) a odstředíme při 13 400 
RPM 20 minut. Po odstředění čirý supernatant bez další úpravy buď ihned 
zpracujeme, nebo zamrazíme při teplotě -20 °C. Zamražený vzorek je stabilní 
minimálně 1 měsíc.  
Hydrolýza vzorku (v případě stanovení obsahu sacharózy, nebo stanovení obsahu 
glukózy a sacharózy vedle sebe): Ke 2 l zásobního roztoku enzymu invertázy v 
mikrozkumavce přidáme 100 l právě odstředěného nebo rozmraženého 
homogenizovaného vzorku. Po zamíchání směs inkubujeme při 37 °C po dobu 90 
minut, dojde k rozštěpení přítomné sacharózy na glukózu a fruktózu. Po ukončení 
hydrolýzy vzorky bez další úpravy ihned zpracujeme. 
Postup stanovení: z připravených a naředěných vzorků k vlastnímu stanovení do 
mikrozkumavek odpipetujeme 10 µl vzorku. Ze zásobního roztoku glukózy do 
připravených mikrozkumavek odpipetujeme 0-10 µl (v intervalu 1 l) do celkového 
objemu 10 µl vzorky doplníme demineralizovanou vodou. Přidáme 1 ml činidla GOD-
POD, po promíchání se stojánek vzorky umístíme na 10 minut do inkubátoru s 
nastavenou teplotou 37 °C. Takto připravená kalibrační řada má rozsah 0-20 mmol/l 
glukózy, v intervalu 2 mmol/l.  
Měření kalibrační křivky a vzorků: Po inkubaci se měří hodnoty absorbance při 500 
nm, přičemž zbarvení vzorků je stabilní maximálně 60 minut. Vynulování 
spektrofotometru provedeme na reagenční blank (0 mmol/l glukózy) tak, aby hodnota 
absorbance odpovídala 0,000, kalibrační křivka potom prochází počátkem. Oblast 
linearity kalibrační křivky je výrobcem stanovena na 0,06 – 22,2 mmol/l. Všechny 
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vzorky s absorbancí vyšší než nejvyšší kalibrační bod, tj. 20 mmol/l, se musí před 
opakovaným měřením ředit. 
Výpočet obsahu glukózy a sacharózy: Z kalibrační řady vytvoříme kalibrační 
křivku f (A) = cglu, která se lineárně proloží. Kde A je absorbance a cglu je koncentrace 
glukózy v mmol/l. Obsah glukózy v jednotlivých vzorcích se vypočítá pomocí tohoto 
lineárního fitu. 
Obsah sacharózy v jednotlivých vzorcích se vypočítá vynásobením molekulovou 
hmotností monomeru sacharózy namísto glukózy. Toto je možné provést z důvodu 
shodné molekulové hmotnosti glukózy a fruktózy tvořícími spolu monomer sacharózy.  
Pro výpočet obsahu glukózy a sacharózy vedle sebe se obsah obou složek spočítá z 
obsahu glukózy v invertázou štěpeném a neštěpeném vzorku. Rozdíl obsahu glukózy 
ve vzorku štěpeném a neštěpeném invertázou odpovídá po vynásobení dvěma obsahu 
sacharózy. Obsah glukózy odpovídá hodnotě invertázou neštěpenému vzorku. 
4.3.10. Příprava glycerinové konzervy 
2 ml příslušného tekutého média s vhodným antibiotikem byly inokulovány 
z vybrané kolonie a kultivovány za vhodných podmínek přes noc v třepačce. Druhý 
den bylo do sterilní kryozkumavky s 0,25 ml autoklávovaného 80% glycerolu přidáno 
1 ml noční kultury (výsledná koncentrace glycerolu byla 16 %), buněčná suspenze se 
promíchala a zamrazila v -80 °C. 
Pro inokulaci z glycerinové konzervy stačí seškrábnout sterilní špičkou nebo 
párátkem trochu kultury a inokulovat do vhodného média. Je dobré vyhnout se 
opakovanému rozmrazování buněk konzervy, protože se snižuje viabilita buněk. 
4.3.11. Transformace S. pneumoniae využitím CSP 
Kultura S. pneumoniae určená pro transformaci byla inokulována z jedné kolonie 
do média THY s přídavkem 5 % teplotně inaktivovaného koňského séra a pěstována 
přes noc při 37 °C. Druhý den byla noční kultura inokulována v poměru 1:20 do 
předehřátého média o stejném složení, a inkubována na třepačce dokud optická denzita 
nedosáhla OD600 = 0,2. Kultura byla zchlazena, bylo přidáno 0,5 mM CaCl2, 0,2% 
BSA, a 200 ng/ml S. pneumoniae CSP (aminokyselinová sekvence viz Tabulka 4) a po 
1 ml rozpipetováno do sterilních zkumavek. Do každého alikvotu byla přidána 
transformující DNA, inkubovalo se další hodinu při 37 °C. Transformované buňky 
byly potom v různém ředění natřeny na agarové misky s THY médiem a příslušným 
antibiotikem a kultivovány při 37 °C přes noc.  
4.3.12. Transformace S. sanguinis SK36 využitím CSP 
Transformované kmeny byly kultivovány v médiu THY obohaceném 2,5 % 
koňským sérem při 37 °C. Buňky z noční kultury S. sanguinis SK36 byly v ředění 
1/200 inokulovány do 10 ml média a dále inkubovány při 37 °C. Po 3 hodinách 
inkubace byly buňky přímo použity pro transformaci. 330 µl buněčné kultury bylo 
rozpipetováno do sterilních zkumavek, a k nim bylo přidáno 70 ng CSP specifického 
pro S. sanguinis SK36 a 2 µl lineární DNA určené pro transformaci (cca 50 ng). 
Sekvence aminokyselin maturovaného CSP je uvedena v tabulce (viz Tabulka 4). Po 
další inkubaci 1 hodinu při 37 °C byly transformované buňky rozetřeny na agarové 
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misky THY s antibiotikem a pěstovány při 37 °C. Rekombinantní kolonie po 
transformaci byly rezistentní k antibiotiku. 
4.3.13. Transformace S. zooepidemicus využitím CSP 
Postup transformace byl adaptován z postupu popsaného pro S. sanguinis [51] . 
Z jedné kolonie S. zooepidemicus narostlé na agarové Petriho misce na THY médiu 
bylo naočkováno do 10 ml THY obohaceného 2,5 % koňským sérem (tepelně 
inaktivované) a třepáno přes noc při 37 °C.  
Ráno byly buňky z noční kultury vyředěny 1/200 do 10 ml téhož média, a 3 hodiny 
inkubovány při 37 °C. 330 µl buněčné kultury bylo rozpipetováno do sterilních 
zkumavek, a k nim bylo přidáno 50-200 ng CSP specifického pro S. zooepidemicus 
(varianty ComC1, ComC2 a ComC3; viz Tabulka 4) a lineární DNA určená pro 
transformaci (50-2 000 ng).   
Po další inkubaci 1 hodinu při 37 °C byly buňky po transformaci rozetřeny na 
agarové misky THY s kanamycinem a inkubovány přes noc při 37 °C. Rekombinantní 
kolonie po transformaci jsou rezistentní ke kanamycinu. 
4.3.14. Příprava elektrokompetentních buněk S. zooepidemicus 
Z čerstvé misky naočkované den předem z glycerinové konzervy přeočkujeme 
izolovanou kolonii S. zooepidemicus do 20 ml tekutého MCY s přídavkem L-alaninu, 
L-lyzinu a glycinu, každého do výsledné koncentrace 0,2 %. Necháme inkubovat při 
teplotě 37 °C na třepačce přes noc při otáčkách 150 za minutu. 
Celou noční kulturu (20 ml) přelejeme ráno do 200 ml média se shodným složením 
a přidáme na špičce špachtličky nepatrné množství bovinní hyaluronidázy (5 mg) a 
lyzozymu (5 mg). Necháme inkubovat při otáčkách 150 za minutu na třepačce při 
teplotě 37 °C po dobu 3 hodin. 
Zchladíme kulturu v ledu na 10 minut a centrifugujeme ve vychlazené centrifuze 5 
minut při otáčkách 6 500 za minutu. 
Od usazených buněk důkladně odstraníme médium a buňky 3-4krát promyjeme 
sterilní demineralizovanou vychlazenou vodou, centrifugujeme při otáčkách 6 500 za 
minutu. 
Nakonec ke stočeným buňkám přidáme 500 µl sterilní demineralizované 
vychlazené vody a 100 µl sterilního vychazeného 80% glycerolu a rozpipetujeme po 
75 µl do vychlazených 0,6 ml zkumavek (Eppendorf). Připravené alikvoty skladujeme 
při teplotě -80 °C. 
4.3.15. Elektroporace buněk S. zooepidemicus 
Připravené elektrokompetenty necháme rozpustit na ledu. Přidáme k nim ~1 µg 
PCR produktu – selekční kazeta s homologními sekvencemi pro integraci do 
genomové DNA S. zooepidemicus – nebo plazmidové DNA a po důkladném 
promíchání buňky přeneseme pomocí pipety do vychlazené elektroporační kyvety (1 
mm). 
Nastavíme parametry elektroporátoru GenePulser (BIO-RAD): 1,25 kV; 600Ω; 25 
µF. Elektroporujeme. 
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Po elektroporaci přidáme k buňkám 500 µl THY média a necháme inkubovat na 
třepačce. Je důležité, aby se médium po elektroporaci přidalo k buňkám do 20 sekund. 
Při elektroporaci termosenzitivního plazmidu buňky inkubujeme 2 hodiny při 
teplotě 30 °C na třepačce při otáčkách 150 za minutu. 
Suspenzi buněk rozetřeme na agarové THY misky s přídavkem kanamycinu 150 
µg/ml (knock-in konstrukt se selekční kazetou Kan-SacB) a kultivujeme v termostatu 
při teplotě 30 °C) nebo THY s 5% sacharózou (knock-out konstrukt) při 37 °C. 
Kolonie se objevují po 1-3 dnech kultivace. 
4.3.16. Celková genová exprese S. zooepidemicus pomocí RNA čipů 
Příprava bakteriální kultury pro izolaci celkové RNA k hybridizaci na čip proběhla 
následovně. Z bakteriální zakonzervované kultury S. zooepidemicus, uložené 
v hluboce mrazicím boxu na -80 °C, byly zaočkovány 3 Petriho misky s agarem THY 
pro každý ze dvou kmenů (tři biologické replikáty). Misky byly uloženy v inkubátoru 
při 37 °C po dobu 24 hodin. Z narostlé kultury byly zaočkovány erlenmeyerovy baňky 
s obsahem tekutého živného média THY o objemu 100 ml. Baňky byly inkubovány na 
třepačce při 37 °C po dobu 24 hodin. Připravené kultury byly použity pro inokulaci 
bioreaktorů (Multifors) od společnosti INFORS o objemu 500 ml s kontrolovaným 
monitorováním kultivačních parametrů.  
Kultivace probíhala po dobu 16-ti hodin. Fermentory byly očkovány 20 ml kultury 
přes noc narostlé na OD600 = 0,5 (inokulum by mělo být o objemu 4 % z celkového 
objemu fermentoru). Kultivace byly provedeny ve dvou opakováních a ve třech 
biologických replikátech. Vzorky byly odebírány a zpracovávány ve specifických 
časových úsecích (4h, 8h, 12h, 16h). Ve fermentorech byly sledovány čtyři parametry: 
teplota kultivace (37 °C), pH (7), vzdušnění fermentoru (0,5 l/min) a míchání (300 
rpm). Odebrané vzorky byly centrifugovány a ze získané biomasy byla izolována 
celková RNA. 
Pro izolaci RNA byl použit komerční kit UltraCleanTM Microbial RNA Isolation 
Kit od společnosti MO BIO Laboratories, Inc. Při izolaci bylo postupováno podle 
protokolu přiloženého ke kitu. Kit je určen k izolaci RNA o vysoké koncentraci a 
kvalitě. Čistota a koncentrace vyizolované RNA ověřena měřením na 
spektrofotometru DENOVIX DS-11 FX+.  
Kvalita a kvantita izolované RNA byla ověřena za použití ExperionTM RNA 
StdSens Analysis Kit od společnosti BIO-RAD. Kit byl použit s přístrojovým 
vybavením Experion systému pro analýzu RNA. Systém zahrnoval automatickou 
elektroforetickou stanici, primingovou stanici, vortexovou stanici a software k analýze 
a normalizaci dat. Vzorky byly připraveny a naneseny na čip dle protokolu výrobce. 
Přímé značení RNA bylo provedeno kitem LabelIT®Cy3 a LabelIT®Cy5 (Mirus) dle 
protokolu výrobce. 
Syntéza RNA čipů pro genovou expresi S. zooepidemicus byla navržena pomocí 
online aplikace eArray (Agilent Technologies) a objednána u společnosti Agilent 
Technologies.  
Značená RNA byla nanesena na RNA čipy a proběhla hybridizace po dobu 16 
hodin při 68 °C.  
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Čipy byly oskenované na přístroji GenPix 4000 a vyhodnoceny proprietárním 
softwarem GenePix Pro 7 (Molecular Devices). Získaná data byla zpracována 
v aplikaci limma [44] a MS Excel. 
4.3.17. Metabolická analýza prekurzorů kyseliny hyaluronové ve S. zooepidemicus. 
Příprava standardních roztoků UDP prekurzorů 
 Standardy UDP prekurzorů (uridin-5′-difosfo-N-acetylglukosamin, uridin-5′-
difosfoglukóza a uridin-5′-difosfoglukuronová kyselina) byly rozpuštěny v HPLC 
vodě v koncentraci 0,3 mg/ml. Roztoky standardů byly poté smíchány v poměru 1:1:1, 
tudíž výsledná koncentrace každého standardu byla 100 µg/ml. Zásobní roztok 
standard byl poté přefiltrován přes 0,22 µm nylonový stříkačkový filtr a použit pro 
přípravu koncentračních řad pro stanovení kalibračních křivek.   
Měření kalibračních křivek UDP prekurzorů 
Zásobní roztok směsi UDP standardů byl naředěn HPLC vodou na požadované 
koncentrace pro měření kalibračních závislostí a pro stanovení limitu detekce metody 
(LOD) a limitu kvantifikace (LOQ). 
Kalibrační řady byly připravovány v rozmezí 2,5-50 µg/ml a ihned 
chromatograficky analyzovány. Rovnice kalibračních křivek, LOD a LOQ byly 
stanoveny pomocí programu QC Expert.  
Příprava vzorků k analýze metabolitů 
Z kultivačního média M2 během fermentačního procesu bylo odebráno 20 ml 
kultury, naředěno demineralizovanou vodou v poměru 1:1 a rychle odstředěno při 100 
000 g po dobu 2 min (Sorvall LYNX 6000, Thermo Scientific). Po odstředění byl 
supernatant šetrně odsát a k sedimentu (odstředěné buňky) bylo přidáno 20 ml 
vroucího etanolu. 
Vzorek média o objemu 5 ml byl přímo přidán k roztoku vytvořenému smícháním 
18,75 ml absolutního etanolu a 6,25 ml 70 mM HEPES. Extrakce metabolitů probíhala 
ve vodní lázni s nastavenou teplotou 80 °C po dobu 10 minut. 
Přítomný etanol o vysoké teplotě vysráží přítomnou HA a zároveň osmotickým 
šokem rozruší buňky a uvolní intracelulární metabolity do roztoku. Po inkubaci byl 
vzorek ihned zchlazen v ledové lázni a dále za stálého chlazení ošetřen ultrazvukem 
po dobu 10 min (U200S Control, IKA), což sloužilo jako pojišťovací krok pro 
dokonalé rozbití buněk. Poté byla vysrážená zbytková HA spolu se zbytky buněčných 
stěn odstraněna odstředěním při 10 000 g po dobu 10 min při udržované teplotě 4 °C 
(Jouan KR25i, Thermo Scientific). Dále byl použit supernatant obsahující rozpuštěné 
intracelulární látky. Etanol byl odpařen na vakuové odparce při 35 °C (Büchi) a 
přítomné metabolity byly rozpuštěny v 1,5 ml demineralizované vody. Z důvodu 
vysoké viskozity roztoku nebylo možné buňky v krátkém čase dokonale odstředit. Z 
toho důvodu byla měřena optická denzita vzorků před a po odstředění. Z rozdílů 
naměřených OD byla následně určena hmotnost buněk použitých pro extrakční krok. 
Vztah OD640 a hmotnost suché biomasy (zjištěno experimentálně, data neuvedena) 
vyjadřuje následující rovnice: 
y = 4 594,8x + 188,22  
y…suchá biomasa (mg/l) 
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x…OD640 nm (ředění 10krát)  
Koncentrace UDP-prekurzorů byla vztažena na mg suché biomasy. 
Vzorky byly před HPLC analýzou sledovaných metabolitů skladovány při -20 °C. 
Příprava analyzovaných vzorků pro stanovení koncentrace UDP prekurzorů 
Připravené vzorky extrahovaných buněk S. zooepidemicus byly přefiltrovány přes 
0,22 µm nylonový stříkačkový filtr a naneseny do chromatografického systému. 
Vzorky byly skladovány při ≤ 5 °C maximálně 2 dny, při delším uchování byly 
skladovány při  ≤ -25 °C  
Stanovení výtěžnosti a opakovatelnosti UDP prekurzorů 
Zásobní roztoky standardů o koncentraci 100 µg/ml byly přidány ke vzorkům 
připraveným extrakcí buněk S. zooepidemicus (3 šarže). Každá koncentrace byla 
připravena v duplikátu. Vzorky byly přefiltrovány přes 0,22 µm nylonový stříkačkový 
filtr a naneseny do chromatografického systému.  
Chromatografické podmínky 
Vzorky byly analyzovány pomocí iontově výměnné chromatografie na 
chromatografickém systému Alliance (Separační modul e2695) ve spojení s 
detektorem diodového pole (Waters 2998). Komunikaci mezi PC a přístrojem 
zajišťoval program Empower3 (Waters). Separace UDP prekurzorů probíhala na 
koloně Spherisorb 5µm SAX (250×4,6 mm, Waters) s mobilními fázemi A = 10 mM 
NaH2PO4 a B = 10 mM NaH2PO4 s 0,5 M NaCl s použitím gradientu: 0-40 min 0-
100% B → 40-42 min 100-0% B → 42-50 min 0% B. Průtok byl nastaven na 1 
ml/min a teplota termostatu kolony 25 °C. Vzorky byly filtrovány přes 0,22 µm 
nylonové stříkačkové filtry a dávkovány v objemu 10 µl. Mobilní fáze byla 
přefiltrována přes 0,20 µm nylonový membránový filtr na skleněné filtrační aparatuře 
Millipore. Teplota autosampleru byla nastavena na 5 °C. Vzorky byly měřeny při 
vlnové délce 260 nm. 
4.4. Plazmidy použité v této práci 
4.4.1. Klonování expresního plazmidu pNZ8148+ComX 
Plazmid pNZ8148 nesoucí gen comX pro expresi pod kontrolou nisin-inducibilního 
promotoru nisA byl připraven firmou Genscript (viz Obrázek 6).  
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Obrázek 6. Mapa plazmidu pNZ8148+ComX (vytvořeno v programu CLC Sequence 
Viewer). Expresní plazmid (3 632 bp) pro alternativní sigma faktor ComX ve S. 
zooepidemicus. Oblast repA a repC značí replikační počátky plazmidu a CmR dodává 
rezistenci k chloramfenikolu. 
4.4.2. Plazmid pNZ9530 
Plazmid pNZ9530 je pomocný plazmid nesoucí regulační geny nisK a nisR pro 
internalizaci signálu z nisinu do buňky S. zooepidemicus a je spolu s plazmidem 
pNZ8148 součástí komerčně dodávaného expresního systému NICE (Mobitec; viz 
Obrázek 7). 
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Obrázek 7: Mapa plazmidu pNZ9530 (vytvořeno v programu CLC Sequence Viewer). 
Úseky repDEFG představují geny nutné pro replikaci plazmidu, nisK a nisR jsou regulační 
geny, které zprostředkují přenos signálu o přítomnosti nisinu v médiu do buňky a Ery je gen 
pro rezistenci k erytromycinu. 
4.5. Seznam použitých genů, primerů, plazmidů a bakteriálních kmenů 
4.5.1. Geny S. zooepidemicus vybrané k deleci 
Tabulka 1: Geny, které byly v této práci vydeletované z chromozomální DNA S. 
zooepidemicus. 
Název Lokus Zdroj Detail 
Prekurzor vazebného 
proteinu pro 
fibrinogen a Ig 
SeseC_00180 
S. 
zooepidemic
us 
/product="fibrinogen- and Ig-binding protein precursor" 
/protein_id="AEJ24386.1" 
/db_xref="GI:338846174" 
/translation="MKSCKSTLRKAAMAAMLAGAITTTGGVKAEENFDFYN
HVMQFLE 
DKSDDESYEKLGKAFEKLPEEQMKALFRIWFSADNSDGISQSVMSIA
HKLKEKEQLEF 
KEVGEMLWNSVTDELDRRIDSEASLKKDKVELQDNLNKAIKVSTDL
MNQLGAAKADRD 
KAQAEADRLSQAVDSLGRLTNSAKRELTEKLAEIDQLTQDKAKAAS
DLETANANITTL 
QEELAGAKASYDKLSEDKAAADQALAEANVRVSELEQQVAAANNR
VVDFEAQLAEKTA 
ELDMVKADKAELEAKVKELQSLLEQKDRSNADLQANIERLKQELAD
KFKDQAQPRAKT 
PQASNLVAKQKASRPAAKPAGQLPSTGEDAANPFFTAAAVAIMTGA
SLVTVMPKRQKD" 
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Metyltransferáza SeseC_02243 
S. 
zooepidemic
us 
/product="methyltransferase" 
/protein_id="AEJ26023.1" 
/db_xref="GI:338847811" 
/translation="MQKNYDTFASVYDAIMDDSLYDKWTAFSLRHLPKNKE
HQKLLEL 
ACGTGIQSVRFAQAGFEVTGLDLSQEMLEVAKKRAQSAKKAITFVQ
GNMLDLSQAGSF 
DVVTCYSDSICYMQDEIEVGDVFKEVYQVLNDGGIFMFDVHSIYQM
DHLFPGYSYHEN 
AEEFAMVWDTYKAEAPHSVVHELTFFIQAEDGHFLRFDEVHEERTY
DILTYDILLEQA 
GFKSFKVYADFEDQEPTKTSKRWFFVAQK" 
4.5.2. Použité funkční geny 
Tabulka 2: Geny, jejichž produkty byly v této práci využity. 
Název Zdroj Detail Poznámka 
aphA3 
Campylobacter coli 
(GI:144184) 
/gene="aphA3" 
/product="kanamycin resistance protein" 
/protein_id="AAA98050.1" 
/db_xref="GI:144185" 
/translation="MAKMRISPELKKLIEKYRCVKDTEGMSPAKVYKLVGE
NENLYLK 
MTDSRYKGTTYDVEREKDMMLWLEGKLPVPKVLHFERHDGWSNL
LMSEADGVLCSEEY 
EDEQSPEKIIELYAECIRLFHSIDISDCPYTNSLDSRLAELDYLLNNDL
ADVDCENWE 
EDTPFKDPRELYDFLKTEKPEEELVFSHGDLGDSNIFVKDGKVSGFI
DLGRSGRADKW 
YDIAFCVRSIREDIGEEQYVELFFDLLGIKPDWEKIKYYILLDELF" 
Gen rezistence k 
antibiotiku kanamycinu. 
comX 
S. zooepidemicus 
(GI:195973861) 
/gene="comX" 
/locus_tag="Sez_1691" 
/note="similar to ref|NP_664024.1| putative transcriptional regulator 
ComX1 [Streptococcus pyogenes MGAS315]; Involved in establishing 
competence." 
/product="competence-specific sigma factor ComX" 
/protein_id="ACG63020.1" 
/db_xref="GI:195975494" 
/translation="MTDDLVRLFDKIKPIIMKLRRHYYIQLWELDDWLQEG
RLILYRL 
LVTYPELIEDEEKLYRYFKTKFSSYLKDVLRQQESQKRRFHKMAYE
EIGAVGHAIPAG 
GLGVDDYVAYQLIVKEVEEQLTESELLQFRALIRGERFEGRRALLR
KIGPYFQDFTG" 
Gen pro globální 
regulátor ComX, kódující 
alternativní sigma faktor 
RNA polymerázy. 
sacB 
Bacillus subtilis 
(GI:38680335) 
/gene="sacB" 
/EC_number="2.4.1.10" 
/product="levansucrase" 
/protein_id="CAB15450.1" 
/translation="MNIKKFAKQATVLTFTTALLAGGATQAFAKETNQKPY
KETYGIS 
HITRHDMLQIPEQQKNEKYQVPEFDSSTIKNISSAKGLDVWDSWPL
QNADGTVANYHG 
YHIVFALAGDPKNADDTSIYMFYQKVGETSIDSWKNAGRVFKDSD
KFDANDSILKDQT 
QEWSGSATFTSDGKIRLFYTDFSGKHYGKQTLTTAQVNVSASDSSL
NINGVEDYKSIF 
DGDGKTYQNVQQFIDEGNYSSGDNHTLRDPHYVEDKGHKYLVFEA
NTGTEDGYQGEES 
LFNKAYYGKSTSFFRQESQKLLQSDKKRTAELANGALGMIELNDD
YTLKKVMKPLIAS 
NTVTDEIERANVFKMNGKWYLFTDSRGSKMTIDGITSNDIYMLGYV
SNSLTGPYKPLN 
KTGLVLKMDLDPNDVTFTYSHFAVPQAKGNNVVITSYMTNRGFYA
DKQSTFAPSFLLN 
IKGKKTSVVKDSILEQGQLTVNK" 
Gen pro levansacharázu, 
která způsobuje citlivost 
na přítomnost sacharózy 
v médiu u bakterií 
neschopných 
metabolizovat 
polysacharid levan. 
4.5.3. DNA primery 
Tabulka 3: DNA primery použité v této práci. Přesahující sekvence uvedené u některých 
primerů slouží ke spojení PCR fragmentů na základě komplementarity bází. 
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Název Sekvence 
Velikost 
[nt] 
Cílová sekvence 
Přesahující 
sekvence 
(komplemen
tární k 
primeru) 
AphA3L  
AAAACAACTTTGAAAAAGCT
GTTTTCTGG 
29 
Plazmid pTV2; gen rezistence proti 
kanamycinu 
  
D7aL GAAGGTCTGTATCAATGATG 20 
S. zooepidemicus, Sesec_02242-
SeseC_02247, gen metyltransferáza 
  
D7aLe ATACCTATGATACGATGAAG 20 
S. zooepidemicus, Sesec_02242-
SeseC_02247, gen metyltransferáza 
  
D7aP(AphA3) 
AGCTTTTTCAAAGTTGTTTTC
TGCCTCTAATGCCAACTTC 
40 
S. zooepidemicus, Sesec_02242-
SeseC_02247, gen metyltransferáza 
AphA3L 
D7aP(D7c) 
CTATTATCATCAAGACCTGCC
TGCCTCTAATGCCAACTTC 
40 
S. zooepidemicus, Sesec_02242-
SeseC_02247, gen metyltransferáza 
D7cL 
D7cL GCAGGTCTTGATGATAATAG 20 
S. zooepidemicus, Sesec_02242-
SeseC_02247, gen metyltransferáza 
  
D7cL(SacB) 
TGCCTGGCGGCAGTAGCGCG
GCAGGTCTTGATGATAATAG 
40 
S. zooepidemicus, Sesec_02242-
SeseC_02247, gen metyltransferáza 
SacB.fl 
D7cP ACTGATTAGCGGCACAGAAG 20 
S. zooepidemicus, Sesec_02242-
SeseC_02247, gen metyltransferáza 
  
D7cPe AAACAGCTTAGCAAGCAAAG 20 
S. zooepidemicus, Sesec_02242-
SeseC_02247, gen metyltransferáza 
  
Del3LHL TGAATGGCCTTTTGCTTCTC 20 
S. zooepidemicus, SeseC_00179-
SeseC_00182, gen prekurzor 
vazebného proteinu pro fibrinogen a 
Ig 
  
Del3LHLe CTCAATTTCATATTCATTAC 20 
S. zooepidemicus, SeseC_00179-
SeseC_00182, gen prekurzor 
vazebného proteinu pro fibrinogen a 
Ig 
  
Del3LHP_IN 
CAGCTTTTTCAAAGTTGTTTT
CAAGTTGTGGCTATTTTAATG 
42 
S. zooepidemicus, SeseC_00179-
SeseC_00182, gen prekurzor 
vazebného proteinu pro fibrinogen a 
Ig 
  
Del3LHP_OUT CAAGTTGTGGCTATTTTAATG 21 
S. zooepidemicus, SeseC_00179-
SeseC_00182, gen prekurzor 
vazebného proteinu pro fibrinogen a 
Ig 
  
Del3RHL_IN 
TGCCTGGCGGCAGTAGCGCG
TATTCTCAATTCTCTCCCCTT
TAAC 
45 
S. zooepidemicus, SeseC_00179-
SeseC_00182, gen prekurzor 
vazebného proteinu pro fibrinogen a 
Ig 
SacB.fl 
Del3RHL_OU
T 
CATTAAAATAGCCACAACTT
GTATTCTCAATTCTCTCCCCT
TTAAC 
46 
S. zooepidemicus, SeseC_00179-
SeseC_00182, gen prekurzor 
vazebného proteinu pro fibrinogen a 
Ig 
Del3LHP_O
UT 
Del3RHP CTCTTCAACCCAGTTAACAG 20 
S. zooepidemicus, SeseC_00179-
SeseC_00182, gen prekurzor 
vazebného proteinu pro fibrinogen a 
Ig 
  
Del3RHPe CTGGTGCTAAAACAGCATAG 20 
S. zooepidemicus, SeseC_00179-
SeseC_00182, gen prekurzor 
vazebného proteinu pro fibrinogen a 
Ig 
  
SacBP.fl 
CGCGCTACTGCCGCCAGGCA
ATTATTTGTTAACTGTTAATT
GTCCTTG 
48 
B. subtilis, sacB 
Del3RHL_IN 
4.5.4. CSP oligopeptidy 
Tabulka 4: Sekvence aminokyselin maturovaných CSP pro S. pneumoniae, S. sanguinis a S. 
zooepidemicus. 
Název Aminokyselinová sekvence Zdroj 
ComC1 (S. AWSPIVTVPVPVVLPMKVVKWVAGFFE Genomová sekvence Streptococcus equi 
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zooepidemicus) subsp. zooepidemicus MGCS10565 
(GI:195973861), lokus Sez_0518 
ComC2 (S. 
zooepidemicus) 
FDIAAPIKAIFNAGKEFGRALAKWI  Genomová sekvence Streptococcus equi 
subsp. zooepidemicus MGCS10565 
(GI:195973861), lokus Sez_0519 
ComC3 (S. 
zooepidemicus) 
AIALFGAGAFVGYTEGKKK Genomová sekvence Streptococcus equi 
subsp. zooepidemicus MGCS10565 
(GI:195973861), lokus Sez_0520 
CSP (S. 
pneumoniae)  
EMRLSKFFRDFILQRKK Håvarstein et al. [22] 
CSP (S. sanguinis)  DLRGVPNPWGWIFGR Xu et al. [51] 
4.5.5. Použité plazmidy 
Tabulka 5: Plazmidy použité v této práci. 
Plazmid Popis Zdroj 
pNZ8148 Expresní vektor pro gram-pozitivní hostitele. Původní 
hostitel byl Lactococcus lactis. V tomto vektoru je 
promotor nisA následován restrikčním místem NcoI pro 
translační fúzi v ATG kodonu. Vektor obsahuje 
transkripční terminator za MCS oblastí. V některých 
případech má adaptace sekvence pro klonování do NcoI 
místa za následek změnu druhé aminokyseliny proteinu 
(Mierau and Kleerebezem, 2005). 
Mobitec 
pNZ9530 Nízkokopiový plasmid s replikačním počátkem  
pAMΒ1, nese geny nisR a nisK. Je nutný pro klonování 
do kmenů Lactococcus a kmenů jiných laktobakterií, 
které nemají regulační geny integrované do 
chromozomu. Zde se používá jako dvouplazmidový 
system pro nisinem indukovanou expresi: e.g. pNZ9530 
(nisRnisK) + pNZ8148+ComX (Kleerebezem et al., 
1997). 
Mobitec 
pNZ8148+ComX Rekombinantní expresní vektor pro nisinem 
indukovanou expresi alternativního sigma faktoru 
comX. 
Genscript 
4.5.6. Mikroorganismy 
Tabulka 6: Bakteriální kmeny použité v této práci. 
Kmen Popis Zdroj 
E. coli RR1 F- mcrB mrr hsdS20(rB- mB-) recA13 leuB6 ara-14 
proA2 lacY1 galK2 xyl-5 mtl-1 rpsL20(SmR) glnV44 λ- 
recA+ 
New England BioLabs 
 
S. zooepidemicus 
kmen CO4A 
Divoký typ, deficientní pro β-hemolýzu  Kmen vytvořen v Contipro 
Biotech 
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5. VÝSLEDKY A DISKUZE 
5.1. Důkaz cílené mutageneze založené na principu přirozené kompetence u 
bakterie  S. zooepidemicus 
Beres et al. [4] ve své práci uvádějí, že v genomové sekvenci Streptococcus equi 
subsp. zooepidemicus kmen MGCS10565 identifikovali geny účastnící se kompetence 
u jiných přirozeně kompetentních druhů rodu Streptococcus. Tato skutečnost 
naznačuje, že přirozená kompetence je mechanismus, pomocí kterého by teoreticky 
bylo možné zavádět cílené mutace i do S. zooepidemicus. 
5.1.1. Konstrukce mutagenního produktu PCR 
Abychom mohli prokázat funkčnost vyvíjené metody, připravili jsme pomocí PCR 
metody prodlužování přesahujících konců (postup viz 2.1.3) inzerční konstrukt 
nesoucí pozitivní selekční marker – gen pro rezistenci k antibiotiku kanamycinu – 
obklopený dvěma sekvencemi nesoucími homologie pro integraci do chromozomální 
DNA S. zooepidemicus. Tento konstrukt byl následně použit pro vložení genu pro 
rezistenci ke kanamycinu proximálně od genu hasA v operonu has (viz Obrázek 10). 
5.1.2. Indukce stavu kompetence S. zooepidemicus pomocí CSP 
Sekvence tří putativních genů peptidových feromonů CSP comC1, comC2 a comC3 
byly zjištěny z dostupné genomové sekvence S. zooepidemicus kmene MGCS10565, a 
byla objednána syntéza všech tří maturovaných peptidů CSP firmou Genscript (viz 
Obrázek 8). 
 
Obrázek 8: Aminokyselinové sekvence peptidů CSP odvozených z genomové sekvence DNA 
S. zooepidemicus. Syntetizované intracelulární prekurzorové formy CSP feromonů jsou při 
sekreci z buněk proteolyticky štěpeny za konzervovaným motivem dvou glycinů, tzv. „GG-
motiv“ (Dirix et al., [14, 15]), což vede ke vzniku funkčních extracelulárních maturovaných 
CSP (označeno modrým rámečkem). 
 
Mutagenní PCR produkt byl přidáván během transformace postupem popsaným v 
sekci 4.3.13 do kultury S. zooepidemicus s různými koncentracemi CSP. Bohužel, 
rekombinantní kolonie rezistentní ke kanamycinu se nám tímto postupem nepodařilo 
získat. 
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5.1.3. Elektroporace mutagenního produktu PCR do buněk S. zooepidemicus 
Protože transformace postupem úspěšně používaným u S. pneumoniae a S. 
sanguinis se nepodařila, přemýšleli jsme, kde mohl nastat problém. Bez dalšího 
výzkumu nelze určit konkrétní důvod, ale s určitou pravděpodobností nejspíše 
v průběhu evoluce druhu došlo k poškození některého z genů signální kaskády, a 
signál vyvolaný kritickou koncentrací CSP v prostředí není buňkou registrovaný, nebo 
nedojde k dopravení extracelulární DNA do buňky. 
Ze sekvenačních dat kmene S. zooepidemicus získaných v naší laboratoři (data 
neuvedena) jsme navrhli hypotézu, že gen comGA je poškozen inzerční mutací 
jednoho T v první třetině genu, což pravděpodobně narušilo jeho funkci (viz Obrázek 
9). comGA kóduje protein lokalizovaný na povrchu buňky, a například u B. subtilis je 
při transformaci nezbytný pro navázání DNA na buněčný povrch. Kromě toho 
poskytuje také rezistenci proti působení DNáz [10].  
Na základě předpokladu, že transformace kmene S. zooepidemicus indukovaného 
přidáním CSP neuspěla (viz 5.1.2), protože DNA se nedostala do buňky, jsme se 
pokusili vpravit mutagenní DNA do buňky elektroporací. Avšak elektroporace 
konstruktu PCR připraveného postupem popsaným v 5.1.1 do buněk S. zooepidemicus 
také nevedla ke vzniku rekombinantních kolonií. 
 
 
Obrázek 9: Inzerční mutace v genu comGA u kmene S. zooepidemicus CO4A (sekvenační 
data získána v naší laboratoři; v ilustraci označeno jako SEZ 1), se kterým jsme pracovali. 
Srovnáno se sekvencí S. zooepidemicus ATCC 35246 (označeno SEZ 2; GI:338846021). 
Zvýrazněný kodón ATG je startovací kodón genu comGA, za 42. nukleotidem je vložen jeden 
thymidin navíc, což způsobí posun čtecího rámce a následnou změnu aminokyselinové 
sekvence proteinu. Modrá část šipky představuje správnou část aminokyselinové sekvence, 
červená část šipky představuje změněnou aminokyselinovou sekvenci po posunu čtecího rámce 
genu.  
5.1.4. Indukce stavu kompetence S. zooepidemicus nadexpresí genu comX 
Ověřili jsme vliv přidání maturované formy peptidových feromonů CSP na indukci 
kompetentního stavu S. zooepidemicus, a také jsme se pokusili elektroporovat 
mutagenní DNA přímo do buněk, ale ani jeden přístup nebyl úspěšný. V tomto kroku 
jsme se rozhodli pokusit se obejít celou signální kaskádu a zaměřit se přímo na 
aktivaci transkripce genu alternativního sigma faktoru comX, jak je popsáno v 
předchozím textu pro S. pneumoniae (viz Obrázek 5).   
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5.1.5. Příprava elektrokompetentních buněk S. zooepidemicus s nadexprimovaným 
comX 
Navrhli jsme expresní plazmid pNZ8148+ComX (viz Obrázek 6), jenž nám 
umožnil exprimovat gen comX ve S. zooepidemicus. Expresní plazmid  
pNZ8148+ComX, a pomocný plazmid pNZ9530 (NICE expression system, Mobitec), 
byly současně elektroporovány do kompetentních buněk S. zooepidemicus podle 
postupu v 4.3.15 a pěstovány na agarových miskách s  médiem THY a přídavkem 
erytromycinu a chloramfenikolu.  
Z čerstvé kolonie jsme naočkovali S. zooepidemicus nesoucí oba plazmidy do 
tekutého MCY s přídavkem L-alaninu, L-lyzinu a glycinu (viz 4.3.14) a antibiotik 
erytromycinu a chloramfenikolu, a inkubovali jsme kulturu přes noc. Druhý den jsme 
noční kulturu inokulovali do média se shodným složením a navíc jsme přidali bovinní 
hyaluronidázu, lyzozym a nisin pro indukci exprese genu comX (konečná koncentrace 
nisinu v médiu byla 200 ng/ml). Nadexprese genu comX způsobila navození buněk S. 
zooepidemicus do kompetentního stavu. Nechali jsme kulturu inkubovat na třepačce 
po dobu 3 hodin a dále jsme kompetentní buňky zpracovali standardním způsobem 
(4.3.14). 
K elektrokompetentům s nadexprimovaným comX jsme přidali připravený 
mutagenní PCR produkt z 5.1.1. Po elektroporaci byly buňky natřeny na agarové 
Petriho misky THY s kanamycinem a za 2 dny kultivace jsme pozorovali růst kolonií 
rezistentních ke kanamycinu.  
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 Kmen Velikost 
1 SEZ 2700 bp 
2 SEZ::Kan 2600 bp 
3 SEZ::Kan 800 bp 
4 SEZ::Kan 2400 bp 
5 SEZ::Kan 4000 bp 
Obrázek 10: Schéma genu kanamycinové rezistence (označeno KanR) vloženého do has 
operonu a jeho verifikace metodou PCR. SEZ::Kan je rekombinantní kmen S. zooepidemicus. 
Elektroforéza byla připravena s 1,5% agarózovým gelem. Použitý marker byl 1kb Plus 
(Invitrogen). Dráhy 1-5 odpovídají velikostně úsečkám znázorňujícím PCR produkty pomocí 
vhodně vybraných primerů ve schematickém znázornění has operonu S. zooepidemicus. 
 
Postup navození kompetentního stavu S. zooepidemicus pomocí nadexprese comX 
se ukázal jako úspěšný, získali jsme kolem 200 kolonií na 1 µg elektroporované DNA. 
Přítomnost integrovaného genu aphA3 (KanR) v očekávaném lokusu chromozomální 
DNA S. zooepidemicus byla ověřena pomocí koloniové PCR s vhodnými primery. 
Ukázalo se, že ne každá kolonie rezistentní ke kanamycinu má selekční kazetu 
integrovanou v očekávaném cílovém místě, proto bylo nutné koloniovou PCR 
s vhodnými primery identifikovat mezi narostlými koloniemi tu správnou. 
5.1.6. Pozitivní a negativní selekce rekombinantních kolonií S. zooepidemicus 
Prokázali jsme, že metoda cílené mutageneze navozením kompetentního stavu u S. 
zooepidemicus funguje. Nyní jsme připravili integrační kazetu nesoucí selekční marker 
pro pozitivní (rezistence ke kanamycinu, gen aphA3; Tabulka 2) a negativní (citlivost 
na přítomnost sacharózy v médiu, gen sacB; Tabulka 2) kontrolu, což nám umožnilo 
využít kultivačních podmínek pro selekci přítomnosti i absence integrované kazety. 
5.2. Cílená mutageneze PCR produktem v buňkách S. zooepidemicus s 
nadexprimovaným comX 
Obecně postup vnesení požadované mutace do genomové DNA proběhl ve dvou 
krocích: 
1. Knock-in: v prvním kroku byla do cílového lokusu (viz Obrázek 11) 
integrována selekční kazeta obsahující negativní a pozitivní selekční 
markery (aphA3, sacB). 
2. Knock-out: v druhém kroku došlo k nahrazení integrované selekční 
kazety v cílovém lokusu sekvencí DNA, kterou chceme vložit, případně 
deletovat (viz Obrázek 12). 
Celý proces proběhl následovně: navrhli jsme vhodné primery pro cílovou DNA, 
kde měla proběhnout mutageneze, a variantou PCR metody prodlužování 
přesahujících konců (viz 2.1.3) jsme sestavili selekční kazetu nesoucí gen pro 
rezistenci na kanamycin (pozitivní selekce, gen aphA3) a gen sacB (negativní selekce, 
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levansacharáza z B. subtilis). K selekční kazetě jsme připojili levou a pravou 
homologní oblast (každá cca 1000 bp), takže výsledný mutagenní konstrukt se 
selekční kazetou Kan-SacB (cca 2400 bp) měl velikost kolem 4400 bp. 
Mutagenní produkt PCR byl elektroporován do kompetentů S. zooepidemicus s 
nadexprimovaným comX jak bylo popsáno v 5.1.5 a kultura byla natřena na agarové 
misky THY s kanamycinem. V buňce proběhla homologní rekombinace mezi PCR 
produktem a cílovou sekvencí a došlo k integraci selekční kazety do chromozomální 
DNA. Kolonie s úspěšně integrovanou selekční kazetou narostly za 2-3 dny. 
U narostlých kolonií bylo třeba ověřit integraci selekční kazety do správného místa 
pomocí koloniové PCR s vhodně navrženými primery, a ze správného 
rekombinantního klonu byly opět výše popsaným způsobem připraveny 
elektrokompetenty. 
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Obrázek 11. První krok přípravy deleční mutanty S. zooepidemicus…integrace selekční 
kazety do chromozomální DNA. Primery použité při přípravě delečních konstruktů 
SEZ::ΔSeseC_00180 a SEZ::ΔSeseC_02243 jsou uvedeny v tabulce (viz Tabulka 7). 
 
V druhém kroku strategie byl sestrojen PCR konstrukt, který v cílové DNA 
nahradil dočasnou selekční kazetu (viz Obrázek 12) stejným způsobem jako integrační 
kazeta.  
Mutagenní PCR produkt byl elektroporován do připravených kompetentních buněk 
S. zooepidemicus s nadexprimovaným comX a selekční kazetou integrovanou 
v genomové DNA. V buňce proběhla homologní rekombinace mezi PCR produktem a 
cílovou sekvencí a došlo k excizi selekční kazety z chromozomální DNA. Po 
elektroporaci byly buňky natřeny na agarové misky THY s 5% sacharózou. Kolonie s 
úspěšně odstraněnou selekční kazetou narostly za 2-3 dny, buňky nesoucí gen sacB v 
prostředí se sacharózou nerostly. Správnost získaného kmene byla ověřena pomocí 
koloniové PCR s vhodně zvolenými primery a výsledný rekombinantní klon byl 
archivován jako glycerinová konzerva v -80 °C. 
 
Obrázek 12. Druhý krok přípravy deleční mutanty S. zooepidemicus…excize selekční kazety 
z chromozomální DNA. Primery použité při přípravě delečních konstruktů 
SEZ::ΔSeseC_00180 a SEZ::ΔSeseC_02243 jsou uvedeny v tabulce (viz Tabulka 7). 
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5.2.1. Výběr genů pro deleci z genomové DNA S. zooepidemicus 
V předchozím textu bylo prezentováno, že postup cílené mutageneze S. 
zooepidemicus metodou přirozené kompetence je použitelný. Nyní byly vybrány geny 
pro deleci z genomové DNA pro ověření praktického použití popisované metody. 
V kultivacích S. zooepidemicus za odlišných podmínek bylo v naší laboratoři 
dosaženo rozdílné produkce kyseliny hyaluronové. Porovnání celkové genové exprese 
S. zooepidemicus pomocí RNA čipů v kultivacích s rozdílnou produkcí by proto 
mohlo umožnit identifikaci diferenciálně exprimovaných genů, které mají s velkou 
pravděpodobností vliv na metabolismus HA. 
Na základě výsledků celkové genové exprese S. zooepidemicus získaných v naší 
laboratoři (postup viz 4.3.16) byly vybrány dva geny jako kandidáty pro deleci, které 
vykazovaly vyšší expresi v 6. a 12. hodině kultivace produkující více HA v porovnání 
s kontrolní kultivací: lokusy SeseC_00180 a SeseC_02243 (data neuvedena). 
5.2.2. Delece oblasti SeseC_00180 (fibrinogen- and Ig-binding protein precursor) 
První ze dvou vybraných oblastí v genomu S. zooepidemicus pro cílenou deleci, na 
které jsme ověřili praktické využití nové metody, je lokus SeseC_00180 (viz Tabulka 
1). 
Oblast SeseC_00180 (fibrinogen- and Ig-binding protein precursor) je 1317 bp 
dlouhá sekvence obsahující hypotetický gen pro prekurzor vazebného proteinu pro 
fibrinogen a imunoglobulin.  
Konstrukce inzerčního a delečního produktu PCR byla provedena podle výše 
uvedené strategie (Obrázek 11 a Obrázek 12). Seznam použitých primerů je uveden 
v tabulce (viz Tabulka 7). Podrobný postup byl následující: 
Byl připraven inzerční konstrukt obsahující geny aphA3 a sacB. Levá homologní 
oblast byla amplifikována pomocí PCR primerů Del3LHL+Del3LHP_IN, KanR-SacB 
kazeta pomocí primerů AphA3L+SacBP.fl a pravá homologní oblast pomocí primerů  
Del3RHL_IN+Del3RHP. Tři získané PCR fragmenty byly spojeny do jedné molekuly 
DNA o velikosti 4560 bp (viz Obrázek 13) a výsledný integrační produkt PCR byl 
vnesen do cílového lokusu v chromozomální DNA S. zooepidemicus.  
 
 
Obrázek 13: Schéma delece oblasti SeseC_00180 metodou přirozené kompetence. Krok 
1…nahrazení deletované oblasti v chromozomální DNA selekční kazetou Kan-SacB. 
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Po elektroporaci 1 µg mutagenní DNA narostlo kolem 100 kolonií rezistentních ke 
kanamycinu. Správný rekombinantní klon byl identifikován pomocí koloniové PCR 
s vhodnými primery (Del3LHLe+SacBP.fl a AphA3L+Del3RHPe).  
V druhém kroku byl připraven deleční konstrukt PCR skládající se pouze ze 
spojených fragmentů levé a pravé homologie (viz Obrázek 14; primery 
Del3LHL+Del3LHP_OUT a Del3RHL_OUT+Del3RHP → získané dva fragmenty 
byly spojeny do jedné molekuly DNA o velikosti 2125 bp). 
Byly připraveny nové kompetenty s nadexprimovaným genem comX ze získané 
kolonie nesoucí selekční kazetu KanR-SacB a do nich byl elektroporován deleční 
konstrukt PCR. Buňky byly potom natřeny na agarové misky s THY médiem s 5% 
sacharózou. Po dvou dnech kultivace narostlo kolem 500 kolonií, které nebyly citlivé 
na sacharózu, což ukazovalo na inaktivaci genu sacB. Kolonie byly testovány pomocí 
vhodných PCR primerů (Del3LHLe+Del3RHPe, PCR produkt 2739 bp) metodou 
koloniové PCR. Ukázalo se, že frekvence úspěšně deletovaného oblasti DNA byla 
přibližně 1 z 10 testovaných kolonií, které měly očekávanou velikost PCR produktu 
2739 bp. 
 
 
Obrázek 14: Schéma delece oblasti SeseC_00180 metodou přirozené kompetence. Krok 
2…delece dočasně vložené selekční kazety Kan-SacB z chromozomální DNA S. zooepidemicus. 
5.2.3. Delece oblasti SeseC_02243 (methyltransferase) 
Druhá zvolená oblast pro deleci v genomu S. zooepidemicus je lokus SeseC_02243 
(viz Tabulka 1). 
Oblast SeseC_02243 (methyltransferase) je 868 bp dlouhá sekvence obsahující gen 
pro metyltransferázu. Příprava inzerčního a delečního PCR konstruktu proběhla 
analogicky jako v předchozím textu, podle znázorněných schémat (viz Obrázek 11 a 
Obrázek 12). Seznam použitých primerů je uveden v tabulce (viz Tabulka 7). 
 
Tabulka 7: Seznam primerů použitých při konstrukci rekombinantních kmenů 
SEZ::ΔSeseC_00180 a SEZ::ΔSeseC_02243. Schematická umístění primerů v tabulce 
odpovídá přehledu na předchozích ilustracích (Obrázek 11 a Obrázek 12). 
Schema SeseC_00180 SeseC_02243 
aF1 Del3LHLe D7aLe 
aF2 Del3LHL D7aL 
aR3 Del3LHP_IN D7aP(AphA3) 
bF4 AphA3L AphA3L 
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bR5 SacBP.fl SacBP.fl 
cF6 Del3RHL_IN D7cL(SacB) 
cR7 Del3RHL D7cP 
cR8 Del3RHLe D7cPe 
aR9 Del3LHP_OUT D7aP(D7c) 
cF10 Del3RHL_OUT D7cL 
5.3. Vliv delecí na koncentraci prekurzorů biosyntézy kyseliny hyaluronové 
Vliv delecí připravených rekombinantních kmenů SEZ::ΔSeseC_00180 a 
SEZ::ΔSeseC_02243 byl sledován na změnách naměřených hodnot v porovnání s 
rodičovským kmenem S. zooepidemicus CO4A. Byly zaznamenány změny 
koncentrace prekurzorů HA v průběhu kultivace, celková produkce HA, růstová 
křivka biomasy a produkce HA, a spotřeba sacharózy v čase kultivace. Kultivace 
delečních kmenů proběhly ve fermentorech Multifors (viz 4.3.3). 
Pro analytické stanovení metabolitů podílejících se na tvorbě HA byla využita 
anion výměnná chromatografie s pulzní amperometrickou detekcí (viz 4.3.17). 
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Obrázek 15: Grafické znázornění naměřených hodnot koncentrací metabolických 
prekurzorů kyseliny hyaluronové v průběhu kultivace kontrolního kmene S. zooepidemicus 
(první graf) a delečních rekombinantních kmenů SEZ::ΔSeseC_00180 a SEZ::ΔSeseC_02243 
(druhý a třetí graf). Modrá křivka představuje koncentraci UDP-GlcNA, oranžová křivka 
koncentraci UDP-GlcA. Vzorky byly odebírány ve 4., 6., 8., 10., 12., 14. a 16. hodině 
kultivace. Naměřené koncentrace prekurzorů HA jsou uváděny v µg na mg suché hmotnosti. 
 
Hodnoty naměřené pro UDP-GlcA byly prakticky pod hranicí detekce a dosahovaly 
maximálně hodnot blížících se k 0,01 µg/mg suché hmotnosti buněk. V případě 
měření koncentrace UDP-GlcNA byly získány vyšší hodnoty a bylo možné sledovat 
prudký nárůst koncentrace kolem osmé hodiny kultivace, což přibližně odpovídá 
exponenciální fázi růstu buněk S. zooepidemicus. V osmé hodině kultivace bylo 
možné pozorovat mírně vyšší koncentraci UDP-GlcNA u kontrolního kmene S. 
zooepidemicus, což bylo podle očekávání, ale tento rozdíl se v pozdějších fázích 
kultivace ztratil. 
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5.4. Vliv delecí na celkovou produkci kyseliny hyaluronové 
Byl ověřen vliv zkonstruovaných delecí ΔSeseC_00180 a ΔSeseC_02243 na 
celkovou produkci kyseliny hyaluronové. Kultivace probíhaly v pracovním objemu 
média 0,5 l ve fermentorech Multifors (viz 4.3.3).  
 
 
Obrázek 16: Produkce hyaluronové kyseliny v kontrolním kmeni S. zooepidemicus (SEZ) a 
rekombinantních kmenech SEZ::ΔSeseC_00180 a SEZ::ΔSeseC_02243 v kultivačních 
objemech 0,5 l ve fermentorech Multifors. Relativní hodnoty jsou vztaženy ke kontrolnímu 
kmeni S. zooepidemicus. 
 
Při měření celkové produkce kyseliny hyaluronové byla stanovena optická denzita 
a viskozita kultivačního média (viz Tabulka 8). 
 
Tabulka 8: Koncentrace hyaluronové kyseliny vyprodukované v kultivačním médiu kmeny 
S. zooepidemicus, SEZ::ΔSeseC_00180 a SEZ::ΔSeseC_02243.  Optická denzita biomasy byla 
měřena spektrofotometricky při 600 nm, relativní koncentrace HA je vztažena ke kontrolnímu 
rodičovskému kmeni S. zooepidemicus. 
Kmen OD600 
Viskozita [deci-
Paskal.s] 
Koncentrace 
HA [g/l] 
Relativní 
koncentrace HA [%] 
S. zooepidemicus (kontrola) 4,289 4,80 dPas 3,89 g/l 100% 
SEZ::ΔSeseC_00180 4,235 2,47 dPas 3,20 g/l 82% 
SEZ::ΔSeseC_02243 4,265 2,18 dPas 3,17 g/l 81% 
 
Z hodnot naměřené biomasy lze vyvodit, že delece nemají vliv na množství 
biomasy na konci kultivace. Naopak celková produkce kyseliny hyaluronové klesla u 
delečních kmenů o 18%, respektive 19%, ve srovnání s kontrolním kmenem S. 
zooepidemicus. To se také odráží na nižších hodnotách naměřené viskozity.  
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5.5. Sledování rychlosti růstu biomasy, produkce kyseliny hyaluronové a 
spotřeby sacharózy u delečních kmenů 
Během kultivace připravených delečních kmenů byly odebírány vzorky média 
v hodinových intervalech. V každém odběru byla měřena biomasa (viz 4.3.4), 
koncentrace kyseliny hyaluronové (viz 4.3.8) a koncentrace sacharózy (viz 4.3.9). 
Výsledky měření koncentrace HA turbidimetrickou metodou bohužel nejsou tak 
přesné jako je stanovení srážením izopropanolem, ale protože na není k dispozici 
přesná a levná metoda (komerční kit Hyaluronan Quantikine ELISA Kit od R&D 
Systems je přesný, ale finančně nákladný) tak pro účely sledování trendu koncentrace 
HA v čase byla tato metoda použita. Hodnoty naměřené turbidimetrickou metodou 
jsou nižší než skutečná koncentrace HA zjištěná metodou srážení izopropanolem. 
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Obrázek 17: Naměřené hodnoty biomasy, koncentrace vyprodukované HA a spotřebované 
sacharózy v průběhu kultivace kontrolního kmene S. zooepidemicus (první graf) a delečních 
rekombinantních kmenů SEZ::ΔSeseC_00180 a SEZ::ΔSeseC_02243 (druhý a třetí graf). 
Modrá křivka představuje biomasu jako funkci optické denzity OD600, oranžová křivka ukazuje 
koncentraci HA měřenou turbidimetrickou metodou v g/l a šedá křivka znázorňuje průběžnou 
koncentraci nespotřebované sacharózy v kultivačním médiu (hodnoty sacharózy jsou 10krát 
nižší, aby bylo zachováno měřítko grafu). 
 
V grafickém zobrazení (Obrázek 17) lze pozorovat rychlejší nástup exponenciální 
fáze růstu kontrolní rodičovské kultury S. zooepidemicus v porovnání s delečními 
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kmeny. Tomu odpovídá celková vyšší produkce kyseliny hyaluronové a rychlejší 
spotřeba sacharózy v kultivačním médiu. 
Pomalejší nástup růstu biomasy, syntézy kyseliny hyaluronové i její celkový obsah 
na konci kultivace potvrdily očekávaný efekt delece vybraných genů na produkci 
kyseliny hyaluronové a ukázaly, že zvolené lokusy SeseC_00180 a SeseC_02243 mají 
vliv na metabolismus kyseliny hyaluronové. V budoucnosti by bylo zajímavé ověřit 
účinek delece jiných genů, které mají naopak sníženou expresi v kultivaci s vyšší 
produkcí HA, nebo připravit rekombinantní kmen S. zooepidemicus, ve kterém bude 
například SeseC_00180 lokus duplikován a dojde tak ke zvýšení jeho genové dózy. 
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6. ZÁVĚR 
Tato diplomová práce popisuje vznik rychlé a jednoduché metody cílené 
mutageneze Gram-pozitivní bakterie S. zooepidemicus. Princip nové metody spočívá 
na využití mechanismu přirozené kompetence buněk, t.j. schopnosti přijmout a 
zpracovat extracelulární DNA ze svého okolí. 
V teoretické části diplomové práce je zmíněna metoda cílená mutageneze alelickou 
výměnou, která se v současnosti používá pro vnášení specifických změn do 
chromozomální DNA S. zooepidemicus. Tato metoda je založena na principu 
homologní rekombinace a replikace plazmidu v bakteriální buňce za permisivních a 
nepermisivních podmínek. Nevýhodou metody je doba potřebná ke klonování 
mutagenního konstruktu do pomocného plazmidu. Rovněž může dojít k situaci, že 
klonovaný úsek DNA je pro hostitelskou buňku toxický, a v takovém případě se 
mutagenní plazmid nepodaří připravit. Tento problém nemají metody založené na 
principu homologní rekombinace mutagenního konstruktu PCR, při kterých dojde k 
rekombinaci následkem přirozené kompetence buněk jako u S. pneumoniae nebo 
pomocí exprimované rekombinázy z fága λ jako u E. coli. 
V praktické části této práce byl jako první krok vývoje nové metody cílené 
mutageneze S. zooepidemicus modifikován postup popsaný pro S. sanguinis. Na 
základě informací z vědecké literatury a publikované genomové sekvence S. 
zooepidemicus byly nasyntetizovány tři putativní peptidy CSP pro indukci 
kompetentního stavu, a k indukovaným buňkám byl přidán mutagenní konstrukt PCR. 
Ukázalo se však, že tento postup nevede k získání rekombinantního kmene S. 
zooepidemicus. 
V modifikaci předchozího postupu byla mutagenní DNA dopravena do buněk 
elektroporací. Tímto způsobem by byl překonán případný problém v příjmu 
extracelulární DNA do buňky, ale ani tento krok nevedl ke vniku rekombinantního 
kmene S. zooepidemicus.   
Informace publikované na téma přirozené kompetence S. pneumoniae a B. subtilis 
vedly k inspiraci pro změnu vyvíjeného postupu. Centrální regulátor kompetence gen 
comX, jehož produkt kontroluje transkripci genů pozdní kompetence zprostředkujících 
mimo jiné příjem a zpracování extracelulární DNA, byl v buňce S. zooepidemicus 
exprimován z dodaného expresního plazmidu. Tímto způsobem byla indukována 
exprese genů pozdní kompetence a molekulární mašinérie pro rekombinaci 
transformující DNA. Vnesením mutagenního konstruktu PCR do takto připravených 
buněk se úspěšně podařilo získat rekombinantní kmen S. zooepidemicus. 
Pomocí vyvinuté metody cílené mutageneze byly připraveny dva deleční kmeny S. 
zooepidemicus, a byl charakterizován vliv delecí na změny koncentrace prekurzorů 
kyseliny hyaluronové během kultivace, na průběžnou produkci kyseliny hyaluronové a 
rychlost růstu biomasy, a na celkovou produkci kyseliny hyaluronové. 
Závěrem tedy lze shrnout, že se úspěšně podařilo vyvinout rychlou a jednoduchou 
metodu cílené mutageneze Gram-pozitivní bakterie S. zooepidemicus. Metoda popsaná 
u jiných druhů rodu Streptococcus využívající jejich přirozené kompetence nebyla pro 
S. zooepidemicus použitelná, během evoluce tohoto mikroorganismu pravděpodobně 
došlo k narušení signální kaskády pro indukci kompetentního stavu. Tento problém se 
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podařilo obejít tak, že byl kompetentní stav S. zooepidemicus navozen naderexpresí 
globálního regulátoru comX z plazmidu a mutagenní DNA byla vnesena do buněk S. 
zooepidemicus elektroporací. 
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8. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
 
AK aminokyselina 
CSP competence stimulating peptide; peptid stimulující kompetenci 
CTAB  cetyltrimetylammonium bromid 
DNA deoxyribonucleic acid; kyselina deoxyribonukleová 
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctová 
GFP green fluorescent protein; zelený fluoresenční protein 
GK glycerinová konzerva 
GlcA glucuronic acid; kyselina glukuronová 
GlcNAc  N-acetylglucosamine; N-acetylglukózamin 
HA hyaluronic acid; kyselina hyaluronová 
HEPES N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonová kyselina 
HPLC 
high performance liquid chromatography; vysokoúčinná kapalinová 
chromatografie 
Mw molecular weight; molekulární hmotnost 
OE-PCR overlap-extension PCR; PCR s prodlužováním přesahujících konců 
RNA ribonucleic acid; kyselina ribonukleová 
SDS sodium dodecylsulfate; dodecylsíran sodný 
SEZ Streptococcus zooepidemicus 
 
